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INSTITUTO CARLOS CHAGAS 

 

RELAÇÃO DE SUB2 COM DIFERENTES MAQUINARIAS DO METABOLISMO 

NUCLEAR DO RNA MENSAGEIRO  

RESUMO 

 TESE DE DOUTORADO 

Priscila Mazzocchi Hiraiwa 

A expressão gênica em eucariotos é regulada por diversos mecanismos, incluindo o controle do 

processamento do RNAm e a exportação do núcleo para o citoplasma. Entretanto, os componentes 

da via de exportação de RNA não são conservados em espécies divergentes e ainda são pouco 

compreendidos em tripanossomatídeos. Uma exceção é a proteína Sub2, uma proteína altamente 

conservada, que é um componente essencial para a exportação de RNAm em tripanossomatídeos. 

Estudos anteriores mostram que a depleção de Sub2 em Trypanosoma brucei causa o acúmulo do 

SL RNA e diminui a quantidade da estrutura em Y, subproduto do trans splicing, indicando que 

esta proteína pode estar relacionada com o processamento do pré-RNAm ou com a transcrição.  

Uma hipótese é que Sub2 é um componente da maquinaria de transcrição do pré-RNAm e a 

depleção de Sub2 afeta a síntese do pré-RNAm, causando o acúmulo do SL RNA. Por isso¸ o 

objetivo deste estudo foi avaliar a interação de Sub2 com diferentes vias do metabolismo nuclear 

do RNAm. Para avaliar a taxa de transcrição, estabelecemos uma metodologia baseada em 

fluorescência para quantificar o RNA nascente de forma acurada. Os dados mostram que o 

silenciamento de Sub2 não bloqueia a atividade da RNA polimerase II, indicando que o acúmulo 

do SL RNA é consequência da inibição de mecanismos pós-transcricionais. Além disso, Sub2 

co-precipita com U2AF35, uma proteína essencial para as etapas iniciais do trans spliicing, 

apesar de outros componentes do spliceossomo não sereme identificados por proteômica. Sub2 

também interage com proteínas relacionadas com o direcionamento ou controle de qualidade 

do RNAm e com proteínas hipotéticas conservadas exclusivamente em tripanossomatídeos/ 

kinetoplastídeos. Nossos resultados indicam que Sub2 acopla diferentes vias da biogênese do 

RNA no núcleo de tripanossomatídeos e provavelmente é um componente crucial dos 

mecanismos divergentes, os quais possuem novas proteínas relacionadas com o trans splicing 

e/ou a via de exportação de RNAm.  
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INSTITUTO CARLOS CHAGAS 

 

INVOLVEMENT OF SUB2 IN DIFFERENT PATHWAYS OF NUCLEAR MRNA 

METABOLISM  

 ABSTRACT 

 TESE DE DOUTORADO 

 Priscila Mazzocchi Hiraiwa 

Eukaryotic gene expression is regulated by several mechanisms, including control of mRNA 

processing and nucleocytoplasmic export. However, the components of mRNA export are not 

conserved in divergent species and still poorly understood in trypanosomatid parasites.  One 

exception is Sub2, a highly conserved protein, which is an essential component of mRNA 

export in trypanosomes. Previous studies have shown that Sub2 knock down in Trypanosoma 

brucei increased the SL RNA level and decreased the Y structure, intermediate of trans splicing, 

indicating that its protein can also be involved in pre-mRNA processing or transcription. One 

hypothesis is that Sub2 is a component of the transcription machinery and that depletion of 

Sub2 affects pre-mRNA synthesis causing SL RNA accumulation.  For this reason, the aim of 

this study was to evaluate the interaction of Sub2 with distinct pathways of mRNA nuclear 

metabolism. In order to evaluate transcription rate, we established a methodology based on 

fluorescent approaches for accurate quantification of nascent mRNA. The results have shown 

that Sub2 knock down does not block RNA polymerase II activity, indicating that SL RNA 

accumulation is a direct consequence of defects on post-transcriptional pathways. Indeed, Sub2 

co-precipitates with U2AF35, an essential protein for the initial steps of trans splicing, although 

other components of spliceosome complex could not be identified by proteomics. Furthermore, 

Sub2 interacts with proteins involved in sorting or quality control of mRNAs in addition to 

hypothetical proteins conserved exclusively in species of trypanosomatids/kinetoplastids. 

Together, our results indicate that Sub2 links distinct pathways of mRNA nuclear biogenesis in 

trypanosomes and it is probably a crucial component of a divergent pathway which novel 

proteins involved in trans splicing and/or mRNA export pathway.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 FAMÍLIA TRYPANOSOMATIDAE 

 

A família Trypanosomatidae compreende parasitas obrigatórios divididos em nove 

gêneros: Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas, Blastocrithidia, Trypanosoma, Phytomonas, 

Leishmania, Endotrypanum, Rhynchoidomonas. Esta família pertence à (CAVALIER-SMITH, 

2010): 

Ordem: Kinetoplastida  

Classe: Kinetoplastea  

Filo: Euglenozoa  

Reino: Protozoa 

Os tripanossomatídeos são classificados como monoxênicos quando possuem apenas 

um hospedeiro, ou heteroxênicos quanto alternam entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado. 

Segundo esta classificação, os parasitas dos gêneros Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas, 

Blastocrithidia e Rhynchoidomonas são monoxênicos, tendo como único hospedeiro diferentes 

espécies de insetos. Os outros gêneros possuem parasitas heteroxênicos. Tripanossomatídeos 

do gênero Phytomonas alternam o ciclo biológico entre um inseto hemíptero fitófago e um 

vegetal, e são prejudiciais para algumas plantas de importância agrícola e econômica. 

Endotrypanum, Trypanosoma e Leishmania são parasitas de vertebrados transmitidos por 

insetos hematófagos, sendo que os gêneros Trypanosoma e Leishmania contêm alguns 

protozoários de importância médica: T. cruzi que causa a doença de Chagas ou tripanossomíase 

americana; T. brucei gambiense e T. brucei rhodesiense causam a doença do sono ou 

tripanossomíase africana; e diversas espécies de Leishmania spp. podem ser o agente etiológico 

da leishmaniose tegumentar ou da leishmaniose visceral.  

A Organização Mundial de Saúde estima que 6 a 7 milhões de pessoas estejam 

infectadas por T. cruzi, principalmente na América Latina (WHO, 2017a). Em 2009, menos de 

10.000 casos de doença do sono foram registrados e em 2015, 2804 casos foram registrados. A 

doença é endêmica em 36 países da África subsaariana, sendo que 95 % dos casos são causados 

pelo T. brucei gambiense (WHO, 2017b). Em relação às leishmanioses, em torno de 12 milhões 

de pessoas estão infectadas e estima-se a incidência de 2 milhões de casos por ano (WHO, 

2017c). 
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Os kinetoplastídeos possuem alguns mecanismos moleculares peculiares, como 

variação antigênica das glicoproteínas de superfície, edição do RNA mitocondrial, presença de 

glicossomo, transcrição policistrônica e processamento do RNAm por trans splicing 

(DONELSON; GARDNER; EL-SAYED, 1999). Estes mecanismos são alvos em potencial 

para o desenvolvimento de terapias contra os patógenos, pois não devem afetar a célula 

hospedeira.  

 

 1.2 EXPRESSÃO GÊNICA EM TRIPANOSSOMATÍDEOS  

 

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 

contém sequências intrônicas, que serão removidas, e sequências exônicas, regiões codificantes 

separadas pelos introns. O pré-RNA nascente é processado co-transcricionalmente pelas 

enzimas associadas à 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 RNAm. O RNAm é transportado do núcleo para o citoplasma 

onde pode ser traduzido em uma proteína. Por isso, a regulação da expressão gênica pode 

ocorrer nas diferentes etapas, desde o início da transcrição, o principal ponto de controle, até a 

expressão e estabilidade da proteína (ORPHANIDES; REINBERG, 2002).   

Devido à transcrição policistrônica e ausência de promotores individuais para a 

transcrição de genes codificadores de proteínas pela RNA polimerase II em tripanossomatídeos, 

a expressão gênica é regulada principalmente por mecanismos pós-transcricionais  

(CLAYTON, 2002; HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). Neste caso, diferentemente da maioria 

dos eucariotos, os genes codificadores de proteínas transcritos pela RNA polimerase II estão 

agrupados em unidades transcricionais no genoma, o que resulta em longos pré-RNA 

policistrônicos contendo informações gênicas que, normalmente, não possuem relação 

metabólica nem temporal, ou seja, genes de um mesmo policistron codificam proteínas sem 

funções relacionadas e que são expressas em níveis e estágios diferentes (CAMPBELL; 

THOMAS; STURM, 2003; MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 2010). Os pré-RNAm 

policistrônicos são rapidamente processados por trans splicing (item 1.3.2), mecanismo que 

adiciona o splice leader (SL), também chamado de mini exon (ME), às sequências 

codificadoras e poliadenilados, gerando os RNAm monocistrônicos, ou seja, molécula com 

informação para codificar apenas uma proteína (LIANG et al., 2003) (Figura 1.1).   
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Figura 1.1 - Transcrição policistrônica e processamento do pré-RNAm em 

tripanossomatídeos. Representação hipotética de um cromossomo contendo grupos de genes 

(PGC – polycistronic gene clusters) que são transcritos pela RNA polimerase II em um único 

pré-RNAm. Este transcrito é processado por trans splicing e poliadenilação para gerar o 

RNAm. Por trans splicing, o SL (amarelo) contendo o cap4 (asterisco) é adicionado à 

extremidade 5’ de cada RNAm. 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. 

 

Diferentemente da transcrição do pré-RNAm, a transcrição do SL RNA pela RNA 

polimerase II (DOSSIN; SCHENKMAN, 2005; GÜNZL et al., 1997) é regulada por um 

promotor, identificado em seis kinetoplastídeos (CAMPBELL; STURM; YU, 2000) com as 

regiões regulatórias descritas em T. brucei (GÜNZL et al., 1997). Os genes que codificam para 

o SL RNA estão presentes em tandem no genoma dos parasitas (NELSON et al., 1983), porém 

são transcritos individualmente (KOOTER; DE LANGE; BORST, 1984) e sofrem 

modificações co-transcricionalmente na extremidade 5’ (MAIR; ULLU; TSCHUDI, 2000), 

como ligação 5’-5’ trifosfato da 7-metilguanosina ao primeiro nucleotídeo do SL RNA 

(GÜNZL et al., 1997)7G cap ), metilação dos 4 primeiros nucleotídeos (2′-O-ribose metilados) 

e das bases do nucleotídeos 1 e 4, gerando a estrutura chamada de cap 4: 

m7G(5’)ppp(5’)m2
6AmpAmpCmpm3Ump (BANGS et al., 1992; FREISTADT; CROSS; 

ROBERTSON, 1988). Além disso, o SL RNA é pseudouridilado na posição -12 (LIANG; XU; 

MICHAELI, 2002) e a cauda poli (A), residual do término da transcrição, é clivada gerando o 

SL RNA maduro para o trans splicing (STURM; YU; CAMPBELL, 1999). 
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Em eucariotos, a RNA polimerase I transcreve os RNA ribossomais (RNAr), mas em T. 

brucei, ela também transcreve duas famílias de genes codificadores de proteínas, as 

glicoproteínas variantes de superfície (variant surface glycoproteins - VSG) e as prociclinas 

(LEE; VAN DER PLOEG, 1997; ZOMERDIJK et al., 1991). Como o processamento do pré-

RNAm não é um evento co-transcricional dependente da RNA polimerase II em 

tripanossomatídeos, os RNA transcritos por outras RNA polimerases também são processados 

por trans splicing (STEWART et al., 2010). 

A RNA polimerase III de tripanossomatídeos transcreve os RNAt, 5s RNAr , 7SL RNA 

e, diferentemente dos outros eucariotos, todos os snRNA (MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 

2010; TSCHUDI; ULLUT, 2002). Na maioria dos eucariotos, a RNA polimerase III transcreve 

somente o U6 snRNA, além dos outros RNA listados. Os snRNAs U1, U2 e U4 snRNAs 

possuem o m7G cap trimetilado (2,7,7 trimetilguanosina – TMG), chamado de m3G cap 

(DJIKENG et al., 2001; MOTTRAM et al., 1989) e o U6 snRNA possui o γ-monometil fosfato 

cap (MOTTRAM et al., 1989), como observados em outros eucariotos. A exceção é o U5 

snRNA de tripanossomatídeos que não possui m3G cap (DUNGAN; WATKINS; AGABIAN, 

1996; XU; BEN-SHLOMO; MICHAELI, 1997).   Não se sabe ainda como é adicionado o cap 

aos snRNA de tripanossomatídeos, já que o m7cap é adicionado co-transcricionalmente pela 

RNA polimerase II em outros eucariotos (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003).  

 

1.3 MECANISMO DE SPLICING 

 

O processamento por trans splicing apresenta algumas similaridades ao cis splicing. 

Como o cis splicing está mais elucidado, este será primeiramente descrito baseado nas revisões 

de Wahl, Will e Lührmann (2009) e de Will e Lührmann (2011). Posteriormente, serão 

apresentadas as peculiaridades do trans splicing em tripanossomatídeos.  

 

1.3.1 Cis Splicing  

 

Muitas funções biológicas na célula são realizadas por ribonucleoproteínas (RNP), 

complexos formados por proteínas e RNAs, como a regulação da expressão gênica, o 

processamento do pré-RNAm e a tradução. No splicing, os pequenos complexos 

ribonucleoproteicos nucleares ricos em uridina (U snRNPs) formam o spliceossomo, que são 

responsáveis pelo processamento do pré-RNAm. Os componentes dos snRNPs só apresentam 
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atividade catalítica quando ocorre interação entre as proteínas e os RNAs do complexo, além 

disso, os complexos isoladamente não possuem sítios ativos, estes são remodelados durante o 

splicing e ativados. A conformação e a composição do spliceossomo são dinâmicas, conferindo 

acurácia e flexibilidade ao processo.   

As U1, U2, U4, U5 e U6 snRNPs são compostas por um snRNA e diversas proteínas 

específicas. Os complexos U1, U2, U4 e U5 snRNPs possuem 7 proteínas Sm em comum, 

chamadas Sm B/B’, D1, D2, D3, E, F e G, que interagem umas com as outras pelos domínios 

Sm1 e Sm2, formando um anel heteromérico ao redor do sítio Sm conservado, região em 

simples fita rica em uridina, dos snRNAs. O complexo U6 RNP possui sete proteínas Sm-like, 

LSm2 a LSm8, ligadas ao U6 snRNA (FISCHER; ENGLBRECHT; CHARI, 2011; WILL; 

LÜHRMANN, 2001). 

O processamento do pré-RNA por cis splicing começa com a formação do complexo E 

de splicing, este complexo é responsável pelo reconhecimento dos sítios de splicing 5’ e 3’ e 

do sítio de ramificação. Inicialmente, o complexo U1 snRNP reconhece o sítio de splicing 5' 

(5’SS). A extremidade 5’do U1 snRNA pareia com o sítio de splicing 5’e as proteínas U1-70K, 

U1-C e proteínas da família SR (proteínas ricas em serina e arginina) estabilizam esta interação. 

Posteriormente, a proteína SF1/BBP se liga ao sítio de ramificação e as subunidades de 65 kDa 

e 35 kDa do fator associado a U2 (U2AF) ligam ao trato de polipirimidina e ao sítio de splicing 

3’ (3’SS), respectivamente. A subunidade U2AF65 interage tanto com SF1/BBP quanto com 

U2AF35.  

Os sítios de splicing e o trato de pirimidina são altamente conservados em leveduras e 

complementares às sequências do U1 e U2 snRNA. Em metazoários, estas sequências são 

degeneradas (Figura 1.2) e outras proteínas participam como fatores regulatórios do splicing, 

facilitando ou dificultando o reconhecimento destes sítios. 

 

Figura 1.2 - Sequências conservadas no pré-RNAm de metazoários e de leveduras. Os 

exons estão separados pelo intron. No intron está representado a sequência consenso do sítio de 

splicing 5’, sítio de ramificação, trato de polipirimidina e sítio de splicing 3’. N, R e Y 

representam qualquer nucleotídeo, purinas e pirimidinas, respectivamente.  

Fonte: Wahl; Will; Lührmann (2009). 

 



 

 

6 

 

Depois do reconhecimento dos sítios de splicing, o complexo A é formado quando 

ocorre o pareamento do U2 snRNA com o sítio de ramificação do pré-RNA e exposição da 

adenosina, necessária para a primeira reação de transesterificação do processamento. Esta 

interação é dependente de ATP e é estabilizada por outras proteínas do complexo U2 snRNP, 

como SF3a, SF3b, e pelo domínio rico em arginina e serina de U2AF65.  O recrutamento de 

U2 snRNP substitui a proteína SF1/BBP do sítio de ramificação pelo complexo SF3b14a/p14 e 

a subunidade U2AF65 passa a interagir com SF3b155, presente na U2 snRNP (Figura 1.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 - Interação molecular no sítio de ramificação e no sítio de splicing 3’. No 

complexo E, as proteínas SF1/BBP e as duas subunidades do fator auxiliar a U2 (U2AF65 e 

U2AF35) estão ligadas ao sítio de ramificação, trato de polipirimidina e ao sítio de splicing 3’, 

respectivamente. No complexo A, SF1/BBP é deslocada para o U2 snRNP interagir com o pré-

RNAm. Neste complexo a adenosina (A em vermelho) do sítio de ramificação é exposta.  

Fonte: Adaptado de Wahl; Will; Lührmann (2009).  

 

Duas características do início do processamento do pré-RNAm regulam o splicing. Uma 

delas corresponde às várias etapas de reconhecimento dos sítios do pré-RNAm pelas proteínas 

ou pelo snRNA, garantindo a precisão do processamento. A outra corresponde às fracas 

interações binárias entre as moléculas que agem em sinergismo para definir o local que será 

processado.  

Posteriormente, U4/U6.U5 tri-snRNP se liga ao complexo A,  formando o complexo B, 

ainda inativo. Neste complexo o U5 snRNA interage com os nucleotídeos dos exons adjacentes 

e o U6 snRNA pareia com o U2 snRNA. O sítio ativo de U6 snRNA está inativado, pois está 

pareado com o U4 snRNA, impedindo que o pré-RNA seja cortado prematuramente. Para o 

complexo ser ativado, complexo B*, o U1 snRNA é deslocado do sítio de splicing 5’, a 

interação entre U4/U6 snRNA é rompida, o U6 snRNA interage com os nucleotídeos do sítio 

de splicing 5’ e o spliceossomo altera a conformação.  Consequentemente, as U1 e U4 snRNPs, 

as proteínas associadas aos complexos e as proteínas que mantinham a U5 snRNP ligada ao 

 

Complex E 

 
 

 
Complex A 
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U4/U6.U5 tri-snRNP são liberadas do spliceossomo, possibilitando a primeira reação de 

transesterificação.  O grupo 2’OH da adenina exposta do sítio de ramificação realiza um ataque 

nucleofílico no sítio de splicing 5’, resultando na clivagem deste sítio e ligação da extremidade 

5’ do intron à adenosina formando uma estrutura em laço (Figura 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4 - Processamento do pré-RNAm por cis splicing. Interação dos complexos snRNP 

com o pré-RNAm e remodelagem do spliceossomo durante o cis splicing. As helicases 

responsáveis pelo remodelamento estão indicadas nas setas.  

Fonte: Wahl; Will; Lührmann (2009).. 

 

Após a primeira reação catalítica, o spliceossomo é chamado de complexo C. Neste 

ponto, o intron está na forma de um laço e o exon 5’ está com a extremidade 3’ livre. Em 

seguida, ocorre outra alteração conformacional no spliceossomo possibilitando a segunda 

reação de transesterificação, assim o 3’OH do exon 5’ ataca o sítio de splicing 3’, juntando os 

exons e liberando o intron na forma de um laço. Finalizado o processo, o spliceossomo é 

dissociado, liberando o RNAm e as U2, U5 e U6 snRNPs, que podem ser reutilizadas no 

processamento de outros pré-RNAm.   

Além dos complexos snRNPs, outras proteínas participam do processamento do pré-

RNAm. O spliceossomo de células humanas contém aproximadamente 45 proteínas nos 

complexos snRNPs e cerca de 170 proteínas associadas aos diferentes complexos snRNPs.  

Durante as etapas de montagem e ativação do splicing (complexos E, A, B, B* e C), 

alguns complexos snRNPs e algumas proteínas associadas aos complexos são substituídos por 
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outros, devido à dinâmica do mecanismo e às mudanças conformacionais das RNPs. As 

proteínas helicases/ATPases DExD/H box RNA dependente são responsáveis por 

remodelamentos específicos na rede de interação do spliceossomo, utilizando a energia liberada 

da hidrólise do ATP (Figura 1.4). Ao romper as interações, as proteínas DExD/H box permitem 

que o RNA interaja com outro ou se ligue a uma proteína  (BROW, 2002; STALEY; GUTHRIE, 

1998).  

No início do processamento, as helicases Sub2/UAP56 e Prp5 são necessárias para 

formar o complexo A. Enquanto Sub2 favorece a troca de SF1 pela U2 snRNP no sítio de 

ramificação, Prp5 hidrolisa o ATP para remodelar U2 snRNP e favorecer esta interação. 

Posteriormente, para formar o complexo B ativo, B*, outras proteínas atuam, a Prp28 transfere 

o sitio de splicing 5’ do U1 snRNA para o U6 snRNA, iniciando a ativação do spliceossomo, a 

Brr2 separa os U4/U6 snRNA e permite que U6 snRNA anele com U2 snRNA, estas etapas são 

reguladas pela Prp8, para que o pré-RNAm seja corretamente clivado, e pela Snu114 GTPase, 

que na presença de GTP promove a atividade helicase da Brr2. A enzima Sub2 também tem 

atividade helicase para separar o U4/U6 snRNA (SHEN et al., 2008). A helicase Prp2 controla 

a alteração conformacional entre o complexo B* e o complexo C, quando ocorre a primeira 

reação catalítica do pré-RNAm.  Para que ocorra a segunda reação de transesterificação, o 

remodelamento do spliceossomo é realizado pelas proteínas Prp16, Prp18, Slu7, Prp22. As 

proteínas Prp16 e Prp22 também controlam a fidelidade do processamento e Prp22 libera o 

RNAm do spliceossomo. Finalizando o processamento, Brr2 e Snu14 facilitam a separação do 

complexo U2/U6 e Prp43 desmonta o spliceossomo.  

 

1.3.2 Trans splicing  

 

Como citado anteriormente, o RNAm dos tripanossomatídeos são processados por trans 

splicing (AGABIAN, 1990), processamento que ocorre entre duas moléculas de RNA 

precursoras transcritas a partir de regiões genômicas diferentes. Um destes RNA é o splice 

leader RNA (SL RNA) e, por isto, o processamento também é chamado de spliced leader (SL) 

trans-splicing (HASTINGS, 2005). Este mecanismo de processamento também foi descrito em 

outros organismos, como nematódeos (KRAUSE; HIRSH, 1987), euglenóides (TESSIER et al., 

1991), trematodos (RAJKOVIC et al., 1990) e cordados (VANDENBERGHE; MEEDEL; 

HASTINGS, 2001).  
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Nos tripanossomatídeos, o SL RNA é composto pela sequência SL adjacente a um intron 

de tamanho variável. O SL contém 39 a 41 nucleotídeos conservados e o cap 4 na extremidade 

5’. Na primeira reação catalítica do processamento, o sítio de ramificação ataca o sítio de 

splicing 5’, deixando o SL com um 3’OH livre. O SL reage com o sítio aceptor AG do pré-

RNAm, que está localizado após o trato de pirimidina (LIANG et al., 2003; SIEGEL; TAN; 

CROSS, 2005), liberando uma estrutura em Y (MURPHY; WATKINS; AGABIAN, 1986) em 

vez do laço observado no cis splicing (Figura 1.5). O trato de pirimidina, além de indicar o sítio 

de splicing 3’, também orienta a poliadenilação do pré-RNAm a montante, quase 

simultaneamente ao trans splicing separa o pré-RNAm policistrônico em unidades 

monocistrônicas funcionais (AGABIAN, 1990; LEBOWITZ et al., 1993; MATTHEWS; 

TSCHUDI; ULLU, 1994; ULLU; MATTHEWS; TSCHUDI, 1993).  

 

 

Figura 1.5 - Representação esquemática do trans splicing. No trans splicing, o sítio de 

splicing 5’ (5’SS) está presente no SL RNA e o sítio de splicing 3’ (3’SS) está no pré-RNAm. 

A adenosina do sítio de ramificação (A) ataca o sítio de splicing 5’, que posteriormente ataca o 

sítio de splicing 3’, liberando a estrutura em Y. PPT: trato de pirimidina.  

Fonte: Michaeli (2011). 

 

Analisando sequências de cDNA de T. brucei, foram identificadas ORFs separadas por 

longas regiões intergênicas e tratos de polipirimidina não associados a regiões codificantes a 

jusante. Nestes casos, o primeiro trato de polipirimidina [(1) na Figura 1.6] determina o local 

da poliadenilação da ORF a montante (ORF1) e, após o processamento da segunda ORF 
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(ORF2) utilizando o segundo trato de polipirimidina [(2) na Figura 1.6], a longa região 

intergênica gera um RNA não codificante (BENZ et al., 2005).  

 
Figura 1.6 - Trato de pirimidina não associado à região codificante à montante. O trato de 

pirimidina (1) determina o local da poliadenilação da ORF1. O trato de pirimidina (2) indica o 

local do trans splicing da ORF2, porém não determina a poliadenilação de nenhum gene a 

montante, liberando um RNA não codificante.  

Fonte: Benz et al. (2005). 

 

Também foi evidenciado experimentalmente que um RNA policistrônico pode ser 

parcialmente processado gerando um RNA intermediário, ou seja, um dicistron contendo SL na 

extremidade 5’ e poliadenilado na extremidade 3’ ou um transcrito com o SL na extremidade 

5’ porém com a região 3’ UTR não processada.  Sugere-se que o processamento parcial do pré-

RNAm pode ser um mecanismo de regulação da expressão gênica, que mantém os RNAs 

estocados na célula para serem processados em monocistrônicos funcionais quando forem 

necessários (JAGER et al., 2007).  

Também foi detectado baixo nível de RNA dicistron de tubulina no citoplasma, 

sugerindo que RNAm não processados completamente por trans splicing podem estar presentes 

no parasita naturalmente. Porém, neste trabalho, sugere-se que um mecanismo de controle 

reconhece e degrada os RNA parcialmente processados por trans splicing, pois dicistron de 

tubulina decaem mais rapidamente que o RNAm maduro de tubulina (KRAMER et al., 2012). 

Os trabalhos de transcritoma de T. brucei estão mostrando outras características do 

processamento do pré-RNAm que não foram descritas anteriormente. O transcritoma de T. 

brucei rhodesiense, forma procíclica, mostra que: o tamanho médio da 5’UTR e 3’UTR de T. 

brucei é de 130 e 388 nucleotídeos, respectivamente. Dos 8592 genes analisados para o 

processamento na extremidade 5´, somente 11 % dos transcritos analisados possuem um único 

sítio de splicing 3’, 62% tem entre 2 e 4 sítios e 27% tem mais de 4 sítios de adição do SL. 

Apesar desta heterogeneidade, o dinucleotídeo AG não precedido de um resíduo de guanina 

(G), após o sítio de pirimidina, define o sítio de splicing 3’; o trato de pirimidina tem o 

comprimento médio de 18 nucleotídeos, variando entre 7 e 79 nucleotídeos com prevalência 

dos resíduos de timina e está localizado cerca de 43 nucleotídeos  a montante do sítio de splicing 

3’, mas pode estar até 200 nucleotídeos a montante; a média entre o sítio de trans splicing 3’ e 
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o sítio de poliadenilação à montante é de 142 nucleotídeos, sendo que em 50 % dos casos varia 

entre 123 e 178 nucleotídeos (KOLEV et al., 2010).  

O transcritoma de T. brucei Lister 427, cepa comumente manipulada nos laboratórios, 

também foi analisado. Os RNA identificados correspondem a aproximadamente 90% do 

genoma e a análise possibilitou identificar os sítios aceptores de splicing (SAS) e os sítios de 

poliadenilação (PAS) de muitos genes. Em relação aos SAS, foram identificados em 6959 

genes, sendo que 4220 (63,51%) possuem mais de um SAS e a média é de 1,6 SAS por gene. 

A maioria dos genes possui de 1 a 3 SAS alternativos. Baseado nos SAS predominante, quando 

foi identificado mais de um SAS no gene, definiram que o tamanho médio da 5´UTR é de 184 

pb (mediana 89 pb) e que 80% das 5´ UTR são menores do que 248 bp. Os PAS foram 

identificados em 5948 genes e 3979 (66,89%) genes possuem mais de um PAS. Os genes podem 

ter aproximadamente 10 PAS, indicando a promiscuidade da poliadenilação. O tamanho médio 

da 3´ UTR predominante é de 604 pb (mediana 400 pb) (SIEGEL et al., 2010). 

Mais recentemente, o transcritoma de Leishmania major (clone V1,MHOM/IL/80/ 

Friedlin) também foi analisado. O tamanho médio da sequência codificante dos genes é de 1241 

nucleotídeos, variando de 69 a 52178 nucleotídeos. O tamanho médio da 5´UTR (sem a 

sequência SL) é de 547 bases, enquanto da 3´UTR é de 729 bases. De acordo com o valor médio 

das estruturas do gene, um gene tem 2517 nucleotídeos. Sendo a 5´UTR, a região codificante e 

a 3´ UTR correspondentes a 22, 49 e 29% do tamanho do gene, respectivamente. A região 

intergênica tem o tamanho médio de 643 nucleotídeos e contém o trato de pirimidina com 21 

nucleotídeos em média, variando entre 7 e 123 nucleotídeos. A distância média entre o trato de 

pirimidina e o sítio de adição do SL a jusante é 64 nucleotídeos, enquanto que a distância do 

sítio de poliadenilação a montante é de 558 nucleotídeos. Sítios aceptores de splicing (SAS) 

alternativos foram identificados em 98% dos 8981 gene e sítios de poliadenilação (PAS) 

alternativos foram identificados em aproximadamente 95% dos 8841 genes poliadenilados, 

indicando que o RNAm de L. major é processado de forma mais heterogênea do que o RNAm 

de outros tripanossomas (DILLON et al., 2015). 

Os dados dos transcritomas de T. brucei indicam que há SAS anterior ou posterior ao 

códon do início da tradução atribuído durante a anotação do genoma, portanto estas ORF devem 

ser revisadas (KOLEV et al., 2010; SIEGEL et al., 2010). Também foram identificados SAS 

após o códon de início da tradução predito que podem gerar ORF com a mesma fase de leitura 

dentro da ORF predita ou ORF com outra fase de leitura, indicando que o mesmo gene pode 

produzir mais de uma proteína (SIEGEL et al., 2010).  
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Os transcritomas de T. brucei também indicam a heterogeneidade dos sítios de 

processamento por trans splicing e quatro splicing alternativos foram descritos (Figura 1.7): 

splicing após o códon de início de tradução (AUG), inibindo a tradução; inclusão ou exclusão 

de sinais de direcionamento; inclusão ou exclusão de elementos regulatórios; e o uso de 

sequências de leituras (ORFs) alternativas. Como o trans splicing é necessário para gerar os 

RNAm, questiona-se se o trans splicing alternativo seria outro mecanismo de regulação pós 

transcricional em tripanossomatídeos, contribuindo com a diversidade de RNAm e com a 

capacidade codificante do genoma  (PREUβER; JAÉ; BINDEREIF, 2012).  

Figura 1.7 - Trans splicing alternativo em tripanossomatídeos. Quatro trans splicing 

alternativos do pré-RNAm que podem gerar diferentes RNAm. Exons codificantes de proteínas 

e o SL derivado do SL RNA estão representados por quadrados/retângulos. Regiões 

intergênicas estão representadas por linhas sólidas pretas. Trans splicing alternativos estão 

representados por linhas pontilhadas vermelhas e pretas.  

Fonte: Preuβer; Jaé; Bindereif (2012).  

 

O processamento por trans splicing é semelhante ao cis splicing, sendo a diferença mais 

evidente a participação da SL RNP no primeiro mecanismo e da U1 RNP no segundo.  As RNP 

que participam do trans splicing também contêm as sete proteínas Sm ligadas aos snRNA e 

apresentam as mesmas interações para formar o anel, como descrito para células de mamíferos 

e leveduras (PALFI et al., 1991, 2000).  As proteínas LSm 2 a 8 que ligam ao U6 snRNA 

também foram identificadas nos tripanossomatídeos (TKACZ et al., 2008). Apesar das 

proteínas Sm serem conservadas e estarem presentes nos complexos snRNP de 
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tripanossomatídeos, o U2 e U4 snRNP possuem algumas proteínas Sm substituídas pelas 

proteínas SSm (specific spliceosomal Sm) (TKACZ et al., 2007; WANG et al., 2006).  

Wang et al. (2006) identificaram duas proteínas que substituem o dímero SmB/SmD3 

de U2 snRNP e as chamaram de Sm15k e Sm16.5k, respectivamente. Estas proteínas conferem 

especificidade para que as proteínas Sm do complexo U2 snRNP reconheçam especificamente 

o sítio Sm do U2 snRNA (AACUGUUG), sendo que a purina (G), que não está presente na 

sequência consenso rica em pirimidina (PuAU4–6GPu), é responsável por esta especificidade. 

Por experimentos de imunoprecipitação e RNAi das proteínas Sm, Tkacz et al. (2007) 

observaram que além do complexo U2 snRNP não interagir com as sete proteínas Sm 

canônicas, U4 snRNP também apresenta modificações.  Neste trabalho, as proteínas que 

substituem SmB e SmD3 da U2 RNP e a SmD3 da U4 RNP foram chamadas de SSm2-1, SSm2-

2 e SSm4, respectivamente. As proteínas SSm2-1 e SSm2-2 são as proteínas Sm15k e Sm16.5K 

descritas por Wang et al. (2006). Posteriormente, a proteína SSm4 foi caracterizada 

bioquimicamente como componente exclusivo da U4 snRNP substituindo a SmD3 e como uma 

proteína importante para a viabilidade celular e para o processamento do pré-RNAm, pois o 

silenciamento de SSm4 inibe o crescimento dos parasitas, altera o processamento por cis e trans 

splicing e desestabiliza o U4 snRNA e U4/U6 di-snRNP (JAE et al., 2010). 

 Sugere-se que as proteínas Sm específicas da U2 snRNP direcionam o complexo para 

o sítio de ramificação independentemente do pareamento de bases com o pré-RNAm e que 

fatores adicionais devem recrutar U2 RNP para a maquinaria de splicing (GUNZL, 2010; 

LIANG et al., 2003), pois o U2 snRNA de tripanossomatídeos é menor do que dos outros 

metazoários e não possui a sequência conservada (GUAGUA) que interage com o sítio de 

ramificação do pré-RNAm como os outros organismos (LIANG et al., 2003). Além disso, em 

células de mamíferos, o fator proteico U2AF65 interage com U2AF35, fator que liga ao sítio 

de splicing 3’, e SF1, proteína que reconhece o sítio de ramificação, para determinar o local do 

cis splicing e recrutar U2 snRNP. U2AF65 de tripanossomatídeos forma um complexo estável 

com SF1, porém não interage ou a interage fracamente com U2AF35 (VAZQUEZ et al., 2009). 

Em um estudo mais amplo, ao imunoprecipitar SmD1, uma proteína que interage com 

todos snRNA, exceto com U6 snRNA, foram identificadas 47 proteínas dos complexos snRNP, 

entres elas estão quase todas as proteínas Sm, LSm e as proteínas específicas dos snRNP já 

identificadas. Devido à alta estringência dos experimentos e análises de bioinformática, 

acredita-se que as 21 proteínas hipotéticas conservadas identificadas também são fatores de 

splicing em tripanossomatídeos, como validado para as proteínas LSm2, U1A, Prp4, U5-40K e 
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U5-Cwc21. Esta última proteína não possui homologia com nenhum fator de splicing descrito 

(LUZ AMBROSIO et al., 2009), mas interage com outras proteínas do complexo U5 snRNP de 

tripanossomatídeos (SILVA et al., 2011). 

Apesar de a maioria do pré-RNAm de tripanossomatídeos serem processados por trans 

splicing, foram identificados alguns componentes da U1 snRNP que participam do cis splicing, 

como o U1 snRNA (PALFI, 2005) e algumas proteínas específicas do complexo U1 snRNP, a 

U1-70K, a U1A, a U1-24K e a U1C (PALFI, 2005; PALFI; LANE; BINDEREIF, 2002; 

TKACZ et al., 2010). O processamento por cis splicing de genes codificadores para proteínas 

ocorre somente nos pré-RNAm de poli(A) polimerase (PAP) e de uma DEAD/H RNA helicase 

dependente de ATP putativa de T. brucei  (KOLEV et al., 2010; MAIR et al., 2000; SIEGEL et 

al., 2010). O complexo U1 snRNP de tripanossomatídeos deve ter outras funções além do cis 

splicing. Além de ser componente do U1 snRNP e participar do trans splicing, a proteína U1A 

também interage com os fatores de poliadenilação e está envolvida com a poliadenilação do 

RNAm, indicando associação dos dois mecanismos (TKACZ et al., 2010). 

Em relação ao processamento do pré-RNAm em tripanossomatídeos, os estudos estão 

direcionados para as snRNP, os snRNAs e as sequências do pré-RNAm que orientam o splicing. 

A Figura 1.8 indica as proteínas que participam do processamento por cis splicing, destacando 

as proteínas ortólogas identificadas, bioinformaticamente e/ou empiricamente, em 

tripanossomatídeos e os fatores exclusivos destes parasitas.  
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Figura 1.8 - Comparação entre os fatores de splicing descritos em humanos e em 

tripanossomas. Representação esquemática dos complexos snRNP e da composição do 

spliceossomo durante o splicing. Proteínas em azul indicam que os ortólogos já foram 

identificados em tripanossomas e proteínas em vermelho representam os fatores de splicing 

específicos de tripanossomas.   

Fonte: Gunzl, 2010. 

 

Até agora, poucas proteínas que não fazem parte dos complexos snRNP foram descritas 

em tripanossomatídeos. Entre as RNA helicases, a proteína Prp43, que libera a estrutura em 

laço do cis splicing, também participa do processamento por cis e trans splicing em 

tripanossomatídeos. Nestes organismos, o silenciamento de Prp43, além de causar o acúmulo 

do SL RNA e de pré-RNAm e diminuir o RNAm, também acumula a estrutura em Y, o oposto 

do observado para outros fatores de splicing caracterizados, sugerindo que Prp43 deve liberar 

a estrutura em Y do spliceossomo, semelhantemente à função desempenhada no cis splicing 

(LIANG et al., 2006).  

Apesar da caracterização dos componentes do spliceossomo de tripanossomatídeos, 

ainda há pouco conhecimento sobre a dinâmica do spliceossomo dos parasitas. Além disso, a 

maquinaria do trans splicing ainda precisa ser elucidada e ser identificado como a SL RNP 
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ativa seu sítio de splicing 5’, quais são as proteínas específicas da SL RNP de 

tripanossomatídeos, quais fatores medeiam a interação entre o trans splicing e a poliadenilação 

e como estes mecanismos de processamento estão relacionados com a transcrição 

policistrônica, como o trans splicing alternativo é regulado, quais fatores estão envolvidos e 

qual a função biológica do trans splicing alternativo (PREUβER; JAÉ; BINDEREIF, 2012).  

Além disso, quais proteínas participam do trans splicing, mas não pertencem aos complexos U 

snRNP e como podem contribuir para o processamento do pré-RNAm.  

Elucidar as diferenças entre o processamento por cis e trans splicing e descobrir os 

mecanismos específicos deste podem levar ao desenvolvimento de drogas que inibam o 

processamento do pré-RNAm por trans splicing e de terapias contra as doenças causadas pelos 

tripanossomatídeos.  

 

1.4 SPLICING E EXPORTAÇÃO DO RNAM 

 

De modo geral, durante a transcrição de RNAs sem introns, presentes tanto em leveduras 

quanto em metazoários, o complexo THO interage com a maquinaria de transcrição e recruta 

as proteínas de exportação Sub2/UAP56 e Yra1/Aly (levedura/metazoário), também conhecida 

como REF em metazoários, formando o complexo TREX (TRanscription/EXport), que acopla 

a transcrição com a exportação (AGUILERA, 2005; STRÄβER; HURT, 2001). A ligação do 

receptor de transporte Mex67/TAP (também chamada de Nxf1 em humanos), na presença do 

cofator Mtr2/p15 (p15 ou Nxt1 em humanos) (KATAHIRA et al., 1999), com a proteína 

Yra1/Aly desloca Sub2/UAP56 e induz a saída dos mRNPs do núcleo através do poro nuclear 

(IGLESIAS; STUTZ, 2008). Na face citoplasmática do complexo do poro nuclear, a RNA 

helicase DEAD-box Dpb5 tem a atividade ATPase ativada pela Gle1 (WEIRICH et al., 2006) 

e libera o RNAm no citoplasma da célula para a tradução e os fatores de exportação do RNAm 

para a reciclagem (IGLESIAS; STUTZ, 2008) (Figura 1.9). 
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Figura 1.9 - Via de exportação de RNAm do núcleo para o citoplasma em leveduras.  
Fonte: Köhler; Hurt, 2007)  

 

Outras seis proteínas foram identificadas como possíveis componentes do complexo 

TREX: CIP29, ZC11A, ELG, SKAR/PDIP3, SRAG, ERH. Estas proteínas foram 

imunoprecipitadas com UAP56 e THOC2 (componente do complexo THO). As proteínas 

CIP29 (DUFU et al., 2010), ZC11A e PDIP3 (FOLCO et al., 2012) foram caracterizadas 

funcionalmente e as outras proteínas ainda precisam ser caracterizadas na via de exportação de 

RNA.  

CIP29 é ortóloga a proteína Tho1 de levedura, presente no complexo THO. Em células 

de mamíferos, CIP29 está presente em domínios chamados speckle, regiões do núcleo onde está 

a maquinaria de processamento do pré-RNAm e os componentes do complexo TREX. CIP29 é 

recrutada ao RNA processado, sem intron e com o cap na extremidade 5’. Aly e CIP29 

interagem simultaneamente com UAP56, dependente de ATP, que interage com o complexo 

THO, independente de ATP, ou seja, CIP29 e Aly não interagem diretamente entre elas e nem 

com o complexo THO (DUFU et al., 2010).  

As proteínas PDIP3 e ZC11A precisam do ATP para interagir com UAP56 e com o 

complexo TREX. Estudos funcionais indicam que as proteínas participam da exportação do 

RNAm, pois a superexpressão de PDIP3 retém o RNAm em speckles nucleares, enquanto que 

o sileciamento de ZC11A acumula o RNAm no nucleoplasma, exceto na região do nucléolo. 
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Esta distribuição sugere que ZC11A participa da exportação de RNAm de forma diferente dos 

outros fatores de exportação que acumulam o RNAm nos speckles nucleares, como UAP56 e 

Aly (FOLCO et al., 2012).  

Recentemente, em humanos, a proteína FOP, também chamada de Chtop/C1orf77/Srag, 

foi identificada como novo componente do complexo TREX. A proteína é codificada em duas 

isoformas e a isoforma maior é modificada por metilação (CHANG et al., 2013; VAN DIJK et 

al., 2010). A proteína FOP liga e ativa as atividades helicase e ATPase de UAP56 (ortóloga a 

Sub2 de leveduras) (CHANG et al., 2013), porém a metilação não interfere na interação entre 

FOP e Sub2 (TENG; WILSON, 2013; VIPHAKONE et al., 2012). A metilação é necessária 

para ligação de FOP com o domínio NTF2-like de NXF1 (ortóloga de Mex67 de leveduras) 

(CHANG et al., 2013).  

Nos organismos que possuem genes interrompidos por introns, o cis splicing do pré-

RNAm é acoplado com a exportação do RNAm e muitas proteínas associadas aos complexos 

snRNPs também têm função em outros mecanismos da célula, como a transcrição, 

processamento da extremidade 3’ e controle de qualidade do splicing (HOCINE; SINGER; 

GRUNWALD, 2010; KÖHLER; HURT, 2007; REED, 2003). Inicialmente, foi proposto que a 

maquinaria de splicing e exportação do RNAm estavam integrados pelo complexo de junção 

dos exons [exon junction complex (EJC)] (Figura 1.10). Algumas proteínas de transporte, como 

UAP56, Aly e Tap/p15, interagem com o EJC localizado 20 a 24 nucleotídeos a montante da 

ligação de dois exons do RNAm, independente da sequência nucleotídica (LE HIR et al., 2000, 

2001; REICHERT, 2002). A proteína UAP56, que também participa do splicing do pré-RNAm, 

interage com a proteína Aly, proteína adaptadora de ligação ao RNA da via de exportação do 

RNAm, acoplando estes dois mecanismos (LUO et al., 2001; STRÄβER; HURT, 2001). O 

recrutamento de Aly é dependente do cis splicing do pré-RNAm e pode ser considerado um 

mecanismo de controle para evitar a exportação de RNAs mutantes ou inapropriados para o 

citoplasma (REED; HURT, 2002). 
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Figura 1.10 - Modelo de exportação do RNAm dependente do EJC. (A) UAP56 e Aly 

associam ao spliceossomo que contém o pré-RNAm. (B) Aly interage com o EJC e com 

heterodímero Tap-p15 para direcionar o complexo RNAm para o poro nuclear. (C) No 

citoplasma, os fatores de exportação do RNAm se dissociam do EJC e do RNAm. 

Fonte: Reed; Hurt, 2002. 

  

Posteriormente, foi observado que o complexo TREX não interage com o pré-RNAm, 

mas interage especificamente com o RNAm que sofreu cis splicing (MASUDA et al., 2005). 

Além disso, as proteínas Aly e Tho2, do complexo TREX, estão presentes somente no primeiro 

exon do RNAm e de modo independente do EJC. Estas proteínas interagem com RNAm na 

mesma região que a proteína CBP80, presente no complexo de ligação ao cap (CBC) com a 

proteína CBP20 (CHENG et al., 2006). O mesmo estudo, afirma que o complexo TREX é 

recrutado para o RNAm dependente do cis splicing e do processamento da extremidade 5´, com 

a adição do cap, sendo que a interação entre o TREX com CBC é mediada pelas proteínas Aly 

e CBP80, respectivamente. Tanto o mecanismo de splicing (LUO; REED, 1999) quanto o cap 

(CHENG et al., 2006) são necessários para a exportação do RNAm, indicando que a ligação do 

complexo TREX ao RNAm está relacionada com o mecanismo de splicing e não com a 

transcrição, como ocorre em leveduras (CHENG et al., 2006; MASUDA et al., 2005).  

Cheng et al., (2006) propõem novos modelos, não mutuamente exclusivos, de interação 

entre a maquinaria de exportação do RNAm, a maquinaria de cis splicing e o cap (Figura 1.11). 
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Figura 1.11 - Modelos de recrutamento do complexo TREX dependente do cap e do 

splicing. Os modelos estão descritos no texto.  

Fonte: Cheng et al., 2006. 

 

Considerando que a interação do complexo TREX com o RNAm processado é mediada 

pelo complexo de ligação ao cap (CBP), o spliceossomo é importante para recrutar o EJC, que 

estabiliza o complexo TREX no RNAm (Figura 1.11, A), e aumenta a eficiência da exportação 

(LE HIR et al., 2001). Alternativamente, o spliceossomo pode causar algumas modificações, 

como a alterações conformacionais, que favorecem a interação entre a proteína CBP80 e o 

TREX, mediado pela proteína Aly (Figura 1.11, B).  Outra possibilidade é um fator de bloqueio 

(BF) impedir o recrutamento de TREX ao pré-RNAm até ocorrer um rearranjo durante o 

splicing e eliminá-lo (Figura 1.11, C).  

O processamento da extremidade 3’ [clivagem e adição da cauda poli(A)] e a via de 

exportação do RNA também são interdependentes, pois deleção das sequências que indicam o 

local do processamento da extremidade 3’ do RNA produz transcritos que ficam retidos no 

núcleo (HAMMELL et al., 2002). Mutações em proteínas da via de exportação do RNA [THO, 

Sub2 (SAGUEZ et al., 2008), Xpo1, Mex67 e Kap104 (HAMMELL et al., 2002)] afetam o 

processamento da extremidade 3’ do pré-RNAm, finalizando a transcrição de forma prematura 

e inibindo a poliadenilação. A interação entre as subunidades do complexo THO (SAGUEZ et 

al., 2008), a exportina Xpo1 (HAMMELL et al., 2002) e Aly/Yra1 (JOHNSON; CUBBERLEY; 

BENTLEY, 2009) com alguns fatores do processamento da extremidade 3’ foram descritos.   

Aly/Yra1 interage com Pcf11, subunidade do fator de clivagem e poliadenilação CF1A 

da RNA polimerase II, em leveduras e humanos (JOHNSON; CUBBERLEY; BENTLEY, 

2009) (Figura 1.12). CF1A é recrutado ao RNA nascente progressivamente, com altos níves na 

região de poliadenilação, e é composto pelos fatores Pcf11, Rna14 e Rna15 e Clp1. Pcf11, 

presente na RNA polimerase II, interage diretamente com Yra1 durante o processamento da 

extremidade 3’ do RNA, independentemente de Sub2.  
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Baseados nestas evidências, sugere-se um novo modelo para o recrutamento de Yra1, 

que pode influenciar o processamento da extremidade 3´ co-transcricionalmente.  Após a 

interação de Yra1 com Pcf11, Yra1 é transferida para Sub2 e a subunidade Clp1 interage com 

Pcf11, formando o complexo CF1A completo que pode clivar o sitio de poliadenilação 

(representado pela tesoura na Figura 1.12). Na via de exportação, Sub2 facilita a interação de 

Yra1 com o RNAm e com o receptor de exportação Mex67 e o RNA é exportado para o 

citoplasma (JOHNSON et al., 2011; JOHNSON; CUBBERLEY; BENTLEY, 2009). 

 

Figura 1.12 - Modelo de interação do mecanismo de processamento da extremidade 3’ e 

exportação do RNAm. Pcf11, subunidade do fator de clivagem e poliadenilação CF1A, 

interage com a RNA polimerase II, acoplando a transcrição e o processamento da extremidade 

3’ do RNA.  Pcf11 também interage com o fator de exportação Yra1, que é transferido para o 

RNA pela proteína Sub2 e interage com o receptor de exportação Mex67. O fator Pcf11 interage 

com Clp1 formando o complexo CF1A ativo, que cliva o RNA para a poliadenilaçaõ.  

Fonte: Johnson et al., 2011. 

 

A depleção de Yra1 altera o local de poliadenilação em RNA codificantes e não 

codificantes. Isto indica que um balanço dinâmico entre os fatores Pcf11–Yra1 e Pcf11–Clp1 

pode definir os sítios alternativos de poliadenilação do RNAm e mostra que a interação de uma 

proteína da via de exportação com a maquinaria de processamento da extremidade 3’ do RNA 

pode modular a escolha do local de poliadenilação (JOHNSON et al., 2011). 

Em kinetoplastídeos, somente recentemente foram identificadas as possíveis proteínas 

relacionadas com a via de exportação do RNAm. Nosso grupo de pesquisa analisou por 
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genômica comparativa a conservação das proteínas das vias de exportação dos diferentes RNA, 

a via dependente de RanGTP exporta RNAt, RNAr, RNAmi e a via independente de Ran-GTP 

está relacionada com a exportação de RNAm. As proteínas da via Ran-GTP dependentes são 

mais conservadas entre os diferentes eucariotos analisados do que as proteínas da via Ran-GTP 

independente. Entre estas proteínas altamente conservadas da via de exportação de RNAm, está 

a proteína UAP56/Sub2, presente no complexo TREX (SERPELONI et al., 2011a). 

Resultados anteriores mostram que Sub2 é essencial para a exportação do RNAm em 

tripanossomatídeos. A proteína Sub2 de T. cruzi possui estrutura tridimensional similar à 

proteína ortóloga humana (UAP56), está localizada em borda de cromatina densa e colocaliza 

com sítios ativos de transcrição da RNA polimerase II, indicando que a proteína Sub2 estaria 

localizada nos locais de transcrição/processamento do RNAm. Além disso, o silenciamento de 

Sub2 em T. brucei causou o acúmulo de RNAm no núcleo e diminuiu a taxa de tradução das 

células, sugerindo que Sub2 é um componente da via de exportação de RNAm em 

tripanossomas, corroborando com os resultados de genômica comparativa (SERPELONI et al., 

2011b).  

A proteína ortóloga de mamíferos, UAP56, participa da via de exportação de RNA, 

juntamente com as outras proteínas do complexo TREX e do EJC, entregando o RNAm para o 

receptor de transporte Mex67 (IGLESIAS; STUTZ, 2008; LE HIR et al., 2000, 2001; 

REICHERT, 2002). A proteína UAP56 também participa do cis splicing, recrutamento U2 

snRNP para o pré-RNAm e com atividade helicase para separar o complexo U4/U6 RNP 

(SHEN, 2009; SHEN et al., 2008).  

Como a maquinaria de processamento do pré-RNAm está interligada com a via de 

exportação do RNAm do núcleo para o citoplasma em mamíferos, verificamos se Sub2 também 

interferia no processamento o pré-RNAm por trans splicing em tripanossomatídeos. 

Observamos que o silenciamento de Sub2 em T. brucei aumenta na quantidade do SL RNA e 

diminui a estrutura em Y, fenótipo característico da inibição das primeiras etapas do trans splicing. 

Além disso, a proteína não está relacionada com o processo de formação do cap4 do SL RNA, pois 

o silenciamento de Sub2 não altera o padrão de metilação do SL RNA e este poderia ser utilizado 

para o processamento do pré-RNAm por trans splicing (HIRAIWA, 2012).  

Na maioria dos eucariotos, a transcrição pela RNA polimerase II e processamento do 

pré-RNAm (caping, cis splicing e poliadenilação) também são interconectados e um processo 

interfere no outro, ou seja, a transcrição regula o processamento do pré-RNAm e este regula a 

transcrição (HOCINE; SINGER; GRUNWALD, 2010; LENASI; BARBORIC, 2012). Devido 
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a esta interconexão entre a transcrição e o cis splicing em outros eucariotos, Sub2 também 

poderia ter relação com a transcrição em tripanossomatídeos e a depleção da proteína poderia 

diminuir a taxa de transcrição e causar o acúmulo do SL RNA, observado anteriormente 

(HIRAIWA, 2012).  

Os dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, indicam que a proteína Sub2 

desempenha funções importantes no metabolismo do RNA. Por isto, o objetivo principal deste 

trabalho foi identificar a relação de Sub2 com as maquinarias do metabolismo nuclear do 

RNAm. Para complementar a análise funcional da proteína Sub2, avaliamos se a proteína é 

essencial para a transcrição de RNA pela RNA polimerase II, se interage com fatores do trans 

splicing e quais proteínas pertencem ao mesmo complexo proteico que Sub2.   
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2 OBJETIVO 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar a relação de Sub2 com as diferentes maquinarias do metabolismo nuclear do 

RNAm 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar se Sub2 é essencial para o processo de transcrição de RNA mensageiro 

- Investigar a interação de Sub2 com proteínas relacionadas com o trans splicing e com 

outros componentes nucleares 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MICRORGANISMOS E CULTIVO 

 

Trypanosoma brucei cepa 427 (CROSS; MANNING, 1973) e linhagem estável de 

Trypanosoma brucei para RNAi de Sub2 (TbSub2-RNAi) (SERPELONI et al., 2011b): formas 

procíclicas foram mantidas em cultura axênica em meio SDM-79 suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (BRUN; SCHÖNENBERGER, 1979), à 28 oC, com passagens a cada três dias 

com inóculo de 5 x 105 células/mL. TbSub2-RNAi foi cultivada com 50 μg/ml de higromicina 

e 15 μg/ml de neomicina para manter o sistema do RNAi. 

T. brucei cepa 29-13 (WIRTZ et al., 1999) expressa o repressor da tetraciclina e a T7 

RNA polimerase para utilização em ensaios de genética reversa por RNAi. Serpeloni et al., 

(2011b) transfectaram os parasitas com plasmídeo p2T7-177 contendo uma parte da sequência 

do gene de Sub2 de T. brucei e selecionaram clones capazes de induzir o silenciamento de Sub2. 

Neste trabalho, estes parasitas são chamados de TbSub2-RNAi. 

O silenciamento da expressão de Sub2 foi induzido com adição de 2 µg/mL de 

tetraciclina ao inóculo de 5 x 105 células/mL e, após 24 horas, foi adicionado 1 µg/mL de 

tetraciclina, mantendo as mesmas condições dos trabalhos anteriores (HIRAIWA, 2012; 

SERPELONI et al., 2011b). Como controle, foram mantidas culturas nas mesmas condições, 

porém sem a adição de tetraciclina. Cada experimento foi realizado em triplicada. 

Escherichia coli DH5α, Escherichia coli BL21(DE)pLysS e Escherichia coli 

ArcticExpress (DE3): as células foram mantidas em meio LB a 37 °C por 18 horas ou estocadas 

em mesmo volume de glicerol (1 volume de cultura : 1 volume de glicerol) a -70 °C. 

Escherichia coli BL21(DE)pLysS foi mantida com o 50 µg/mL de cloranfenicol e Escherichia 

coli ArcticExpress (DE3) com 20 µg/mL de gentamicina.  

 

3.2 MEIOS DE CULTURA 

 

Meio SDM-79           quantidade/L 

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

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

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

HEPES.......................................................................................................8,0 g  
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Glicose......................................................................................................1,0 g   

NaHCO3....................................................................................................2,0 g  

Piruvato de Sódio......................................................................................100 mg  

L-Alanina..................................................................................................200 mg  

L-Arginina............................................................................... ................100 mg  

L-Glutamina..............................................................................................300 mg  

L-Metionina...............................................................................................70 mg  

L-Fenilalanina....................................................... ...................................80 mg  

L-Prolina...................................................................................................600 mg  

L-Serina....................................................................................................60 mg  

Taurina.....................................................................................................160 mg  

L-Treonina................................................................................................350 mg  

Guanosina.................................................................................................10 mg  

Glucosamina.............................................................................................50 mg  

Ácido Fólico.............................................................................................4 mg  

PABA (ácido Para-aminobenzóico).........................................................2 mg  

Biotina......................................................................................................2 mg 

Penicilina .................................................................................................2 mg 

Solução de aminoácidos MEM 50X........................................................8,0 mL   

Aminoácidos não essenciais MEM 100X ...............................................6,0 mL  

Solução de vitamina BME 100X.............................................................10 mL 

Soro bovino fetal.....................................................................................100 mL 

 

Meio LB (Luria - Bertani)                                quantidade/L 

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

NaCl.........................................................................................................5,00 g 

Extrato de levedura..................................................................................5,00 g 

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

 

3.3 PREPARO DE BACTÉRIA CÁLCIO COMPETENTE E TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA  

 

As bactérias competentes foram preparadas segundo o método de cloreto de cálcio 

descrito em Sambrook e Russel (2001). Assim, uma colônia de bactéria E. coli foi inoculada 
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em 2 mL de meio LB. A cultura foi incubada a 37 ºC por 18 horas sob agitação constante. Um 

volume de 1,0 mL desta cultura foi transferido para 100 mL de meio LB (inóculo de 1:100). As 

células foram incubadas a 37 ºC sob agitação constante até a fase de crescimento exponencial 

(densidade óptica
600nm 

de 0,6). 

A cultura foi centrifugada a 4000 x g por 5 minutos a 4 ºC, as células foram suspensas 

em 50 mL (metade do volume da cultura original) de 100 mM CaCl
2 

e 10 mM HEPES. A 

suspensão foi mantida no gelo durante 30 minutos. Após este período, foi centrifugada nas 

mesmas condições anteriores e as células foram suspensas em 2,0 mL (1/50 do volume original) 

da solução de 100 mM CaCl
2
, 10 mM HEPES, 10% glicerol. As células foram mantidas no gelo 

por pelo menos duas horas antes da transformação ou mantidas a -80° C por até 6 meses. 

 Para a transformação bacteriana, as bactérias foram incubadas com uma alíquota dos 

plasmídeos por 30 minutos no gelo. Após esse período, a mistura foi incubada por 2 minutos a 

42 ºC e, novamente, no gelo por 2 minutos. Cerca de 1,0 mL de meio LB foi adicionado ao tubo 

e as células foram mantidas a 37 ºC, sob agitação constante, por uma hora. Diferentes volumes 

da cultura contendo as bactérias transformadas foram inoculados em placas de petri contendo 

meio de cultura LB-ágar 1,5% com antibiótico seletivo apropriado, de acordo com a resistência 

conferida pelo plasmídeo. As placas foram incubadas a 37 ºC durante 18 horas. 

 

3.4 EXTRAÇÃO DE ÁCIDO NUCLEICO   

 

3.4.1 Extração de DNA Genômico de T. brucei 

 

O equivalente a 1 x 10
10 

células foram coletadas por centrifugação a 5000 x g por 5 

minutos a 4 °C. As células foram lavadas em PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM 

Na2HPO4.7H2O; 1,5 mM KH2PO4), centrifugadas novamente e suspensas em tampão TELT 

(50 mM Tris-HCl pH 8,0; 62,5 mM EDTA pH 8,0; 2,5M LiCl; 4% Triton X-100). 

Posteriormente, foi adicionado a solução de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e a 

mistura foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa 

foi coletada e o DNA foi precipitado com 3 volumes de etanol absoluto e, após a centrifugação 

a 12000 x g por 15 minutos, o sedimento foi lavado com etanol 70% e submetido a 

centrifugação novamente. O DNA foi suspenso em água ultrapura e tratado com 10 µg/mL de 

RNAse A por 10 minutos a 37 °C.  
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3.4.2 Extração de RNA Total de T. brucei 

 

O RNA total de 5 x 10
8

 parasitas foi extraído com 1 mL de TRIzol (Invitrogen), segundo 

o protocolo do fabricante. Após as extrações, a qualidade do RNA foi verificada em gel de 

agarose 1,2 % em condição desnaturante (item 3.5.2).  

 

3.4.3 Extração de DNA Plasmidial de bactéria 

 

Colônias obtidas de meio LB-ágar seletivo foram inoculadas em 5 mL de meio LB 

contendo o antibiótico seletivo. As culturas foram incubadas a 37 ºC por 18 horas sob agitação 

constante e em seguida centrifugadas a 8000 x g durante 2 minutos. O DNA plasmidial foi 

extraído com o kit QIAprep Miniprep (Qiagen), segundo as recomendações do fabricante. Este 

método é baseado na lise celular alcalina seguido por adsorção em sílica na presença de alta 

concentração de sal. 

 

3.5 ELETROFORESE DE ÁCIDOS NUCLÉICOS E PROTEÍNAS 

  

3.5.1 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose  

 

 As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese em gel de agarose, como 

descrito em Sambrook e Russel (2001). Os géis de agarose, em diferentes concentrações (0,8 a 

2,0%), foram preparados com tampão TBE (89 mM Tris base; 89 mM ácido bórico; 2 mM 

EDTA 2 mM pH 8,0) e submersos no mesmo tampão. As amostras e o padrão de massa 

molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) foram diluídos em tampão de amostra para 

DNA 6X (0,25%, azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol; 30% glicerol) e aplicados no gel. 

O sistema foi submetido à diferença de potencial (70 a 100 V) com amperagem constante. 

As moléculas de DNA foram coradas com brometo de etídeo 0,5 μg/mL por 15 minutos 

e visualizadas em transiluminador, com luz ultravioleta (260 nm), acoplado ao sistema de 

fotodocumentação, L-Pixx (Loccus biotecnologia). 

 

3.5.2 Eletroforese de RNA em Gel de Agarose em Condição Desnaturante  
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O gel de agarose 1,2% em condição desnaturante foi preparado com 2,2 M de 

formaldeído em tampão MOPS (20 mM MOPS; 5 mM acetato de potássio; 1 mM EDTA pH 

8,0), sendo que agarose foi fundida em tampão MOPS e o formaldeído foi adicionado após o 

resfriamento a 60 °C, aproximadamente (LEHRACH et al., 1977). 

A amostra contendo o RNA foi adicionada a três volumes de tampão de amostra de 

RNA [60% formamida deionizada; 2,5M formaldeído; tampão MOPS e 10% corante (tampão 

MOPS; 25% glicerol; 0,25% azul de bromofenol)], aquecido a 65 °C por 3 minutos e submetido 

a migração eletroforética em gel de agarose desnaturante. A eletroforese foi realizada em 

tampão MOPS, a voltagem (70 a 100 V) e amperagem constantes. 

Após a separação eletroforética, o gel foi lavado de 2 a 4 vezes por 10 minutos em água 

para retirar o formaldeído. O gel foi submerso em uma solução de brometo de etídeo (0,5 

μg/mL) por 15 minutos e as moléculas de RNA foram visualizadas em transiluminador, com 

luz ultravioleta (260 nm), acoplado ao sistema de fotodocumentação. 

 

3.5.3 Eletroforese de Proteína em Gel de Poliacrilamida Desnaturante (SDS-PAGE) 

 

As amostras, contendo tampão de amostra para proteína 4X (160 mM Tris-HCl 1M pH 

8,0; 4% SDS; 10% β-mercaptoetanol; 24% glicerol; 0,02 % azul de bromofenol), foram 

aquecidas a 95 °C por 5 minutos, centrifugadas a 12000 x g por 2 minutos e o sobrenadante das 

amostras e o marcador de proteína BenchMarck Ladder (Invitrogen) foram aplicados em gel 

desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). Após a eletroforese, o gel foi corado em solução 

de Coomassie Blue, de nitrato de prata ou submetido à técnica de Western blotting.  

 

3.5.3.1 Coloração por Comassie Blue 

 

Após a eletroforese, os géis foram corados com a solução de Coomassie Blue (0,1% 

azul de coomassie R-250; 45% metanol; 10% ácido acético) por 10 a 30 minutos e descorados 

em uma solução descorante (30% metanol; 7,5% ácido acético). 

 

3.5.3.2 Coloração por Nitrato de Prata  

  

As proteínas dos géis SDS-PAGE foram coradas com a solução de nitrato de prata 

quando precisava de mais sensibilidade para detectar as proteínas. Para isto, o gel foi incubado 
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em solução de fixação de SDS-PAGE (etanol 50%; ácido acético 12%; formaldeído 37% 0,5 

mL/L) por, no mínimo, 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi lavado com 

etanol 50% por 5, 10 e 15 minutos. Posteriormente, o gel foi incubado com a solução de 

sensibilização para prata (tiossulfato de sódio 0,02%) por 1 minuto, lavado com água ultrapura 

por 3 vezes e incubado com a solução de coloração (nitrato de prata 0,2%; formaldeído 37% 

0,7 5ml/L) por 30 minutos. Após a incubação, o gel foi lavado 3 vezes com água ultrapura e 

incubado em solução de revelação de prata (carbonato de sódio 3%; formaldeído 37% 0,5 

mL/L; 2% de solução de sensibilização). A reação foi interrompida com a solução de término 

de revelação (etanol 50%; ácido acético 12%). 

  

3.5.3.3 Western blotting 

 

Após a separação eletroforética em gel de poliacrilamida, as proteínas foram 

eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham HybondTM-C, GE 

Healthcare), conforme descrito por Towbin, Staehelin e Gordon (1979). A transferência foi 

realizada em tampão de Western blotting (25 mM Tris-HCl pH 8,3; 192 mM glicina; 20% 

metanol) durante 16 horas a 4 oC, utilizando diferença de potencial de 30 V ou durante 1 hora, 

a 4 oC e 100 V com amperagem constante. 

Para confimar a eficiência da transferência, a membrana foi corada com a solução 

Ponceau S [0,5% Ponceau S (Sigma P-3504), 1% ácido acético glacial], descorada em água 

bidestilada e incubada em tampão de bloqueio (0,1% Tween 20; 5% leite em pó desnatado em 

PBS) em temperatura ambiente por 1 hora, sob leve agitação. Em seguida, o anticorpo primário 

foi adicionado e incubado por mais 1 hora a 37 °C, sob leve agitação.  

Posteriormente, a membrana foi lavada três vezes com PBS/0,1% Tween 20, incubada 

com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho ou de camundongo conjugados com fosfatase 

alcalina (diluído 1:10000), peroxidase (diluído 1:10000) ou fluoróforos (IRDye 800CW ou 

Alexa Fluor 700, diluídos 1:15000), diluídos em PBS/0,1% Tween 20, por 1 hora a 37°C, com 

sob agitação, e novamente lavada com PBS/0,1% Tween 20 por 3 vezes.  

As membranas incubadas com o anticorpo conjugado com fosfatase alcalina foram 

reveladas com NBT (50 mg/mL nitroblue tetrazolium) e BCIP (50 mg/mL 5-bromo-4-chloro-

3-indolylphosphate) em tampão de revelação (100 mM Tris-HCl pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM 

MgCl2).   



 

 

31 

 

O produto da reação enzimática da peroxidase conjugada aos anticorpos foi detectado 

por quimioluminescência utilizando o kit ECL Western blotting (Amersham Biosciences), 

seguindo as instruções do fabricante. A membrana foi exposta ao filme Kodak por diferentes 

tempos, incubado na solução de revelação por 2 minutos, lavado em água por 2 minutos e 

incubado na solução de fixação por mais 2minutos, na ausência de luz. Os tempos de exposição 

foram padronizados para cada experimento. 

Os anticorpos conjugados a fluoróforos foram detectados com Odyssey Imaging 

Systems (LI-COR). 

 

3.6 REAÇÃO DE AMPLIFICAÇÃO DE DNA POR PCR 

 

As reações de amplificação foram realizadas em 20 µL contendo DNA molde (1 a 20 

ng de DNA plasmidial ou 100 ng de DNA genômico), 1,25 U Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), 2 mM MgCl2, 0,175 mM dNTP, 10 pmol de cada oligonucleotídeo e tampão de 

PCR para Taq DNA polimerase (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 mM KCl). O DNA foi 

desnaturado a 94°C por 10 minutos e a amplificação realizada por 25 a 35 ciclos compostos 

pelas temperaturas de: desnaturação a 94 °C por 30 segundos; anelamento entre 48 a 56°C, 

padronizada para os diferentes oligonucleotídeos, por 30 segundos; extensão a 72°C por 30 a 

120 segundos, considerando que a Taq DNA polimerase sintetiza 1000 pb por minuto.   

 

3.7 LOCALIZAÇÃO CELULAR DE PROTEÍNAS POR MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCÊNCIA 

INDIRETA 

 

Para os ensaios de microscopia de imunofluorescência, lâminas de 8 poços, delimitados 

por teflon, foram pré-tratadas com poli-L-lisina por 20 minutos em temperatura ambiente. Após 

este tempo, as lâminas foram lavadas com água deionizada. 

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram centrifugados a 5000 x g por 3 

minutos e lavados duas vezes com PBS. Após a última lavagem, o PBS foi descartado e os 

parasitas foram rapidamente suspensos em paraformaldeído 4% em PBS e incubados por 10 

minutos em temperatura ambiente. Os parasitas foram lavados com PBS por duas vezes e 

suspensos na concentração de 3,3 x 107 células/mL em PBS. O correspondente a 1 x 106 células 

(30 µL de suspensão) foi aplicado em cada poço da lâmina e as células foram incubadas pro 20 

minutos em temperatura ambiente para que pudessem aderir na lâmina. 
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Após este período, as células que não aderiram foram retiradas e os poços foram lavados 

com PBS por duas vezes. As células foram permeabilizadas com Triton 0,1%, diluído em PBS, 

por 90 segundos e novamente lavadas com PBS por duas vezes.  Posteriormente, foi adicionado 

PBS-BSA 4% aos poços e o material foi incubado a 4 °C por 16 horas, em câmara úmida. Após 

este período, anticorpos primários foram aplicados sobre os poços e incubados a 37 °C por 1 

hora. Em seguida, os poços foram lavados com PBS por 2 vezes, com posterior adição de 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho ou de camundongo conjugados com os fluoróforos 

Alexa Fluor 594 ou Alexa Fluor 488 (Invitrogen) diluídos 1:400, incubados por mais 1 hora a 

37 °C e novamente lavados com PBS. Para a coloração do material genético, foi adicionado 2 

µg/µL de DAPI em PBS e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida as 

lavagens foram realizadas. Adicionou-se N-propil-galato e as lâminas foram seladas com as 

lamínulas. As imagens foram adquiridas em microscópio Nikon Eclipse 80i, da Plataforma de 

Microscopia do Instituto Carlos Chagas. 

 

3.8 TRANSCRIÇÃO IN VITRO EM T. BRUCEI E ANÁLISE POR FERRAMENTAS QUANTITATIVAS  

 

Para avaliar a taxa de transcrição, a metodologia original de transcrição in vitro, 

utilizando T. brucei permeabilizados, foi modificado e adaptado para ser compatível com os 

sistemas de análises quantitativos por fluorescência. Portanto, primeiramente, foi padronizado 

o protocolo e, posteriormente, analisado a taxa de transcrição após o silenciamento de Sub2. 

Os dados foram adquiridos na Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Carlos 

Chagas. 

 

3.8.1 Transcrição In vitro em Células Permeabilizadas  

 

O protocolo foi adaptado de Ullu e Tschudi (1990). O total de 1,2 x 108 parasitas (1 x 

107/amostra) foram centrifugados a 5000 x g por 5 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente, os parasitas foram lavados com 12 mL de tampão A (150 mM sucrose; 20 Mm 

glutamato de potássio; 20 mM Hepes-KOH pH 7,7; 3 mM MgCl2; 1 mM DTT) e recuperados 

por centrifugação, nas mesmas condições da centrifugação anterior. Os parasitas foram lavados 

mais duas vezes. Após a última lavagem e centrifugação, os parasitas foram suspendidos em 

960 µL tampão A e mantidos no gelo por 5 minutos. Em seguida, o volume foi medido e 

adicionado Palmitoyl-L-a-lysophosphatidylcholine (LPC, 10 mg/mL em água, Sigma - catalogo 
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n. 62962) para obter a concentração final de 250 µg/ml. A suspensão celular foi incubada no 

gelo por exatamente 2 minutos para permeabilizar a célula e manter a maquinaria de transcrição 

ativa. Após os 2 minutos, foi adicionado 4,8 mL de tampão A. Este volume é suficiente para 

preparar 12 amostras e foi dividido em alíquotas de 500 µL para a reação de transcrição in vitro.  

As alíquotas foram centrifugadas (5000 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) e 

suspendidas em 18 µL de tampão B mais 2 µL do mix de nucleotídeos BrUTP (ATP, CTP, 

GTP, BrUTP) para obter o tampão de transcrição (150 mM sacarose; 20 mM glutamato de 

potássio; 20 mM Hepes-KOH pH 7,7; 3 mM MgCl2; 1 mM DTT; 0,6 mg/mL creatina quinase; 

25 mM creatina fosfato; 400 U/mL RNAse Out; 10 µg/mL leupeptina; 4 mM ATP; 2mM GTP; 

2 mM CTP; 2 mM BrUTP). Na amostra controle_UTP foi adicionado o mix de nucleotídeos 

contendo UTP (ATP, CTP, GTP, UTP), em vez de Br-UTP e na amostra controle_sem 

nucleotídeo foi adicionado água ultrapura, no lugar do mix de nucleotídeos. A amostra 

controle_α-amanitina foi incubada com 75 µg/mL α-amanitina em tampão B, por 4 minutos a 

28 ºC com agitação (300 rpm), antes de adicionar o mix de nucleotídeos BrUTP.  

Para a incorporação dos nucleotídeos adicionados, as amostras foram incubadas a 28 ºC 

por 15 minutos com agitação (300 rpm). Após este período, foi adicionado 1 mL de tampão A 

em cada amostra e os parasitas foram recuperados por centrifugação (5000 x g, 5 minutos, 

temperatura ambiente).  

Posteriormente, para a imunofenotipagem, os parasitas foram fixados por 10 minutos 

com paraformaldeído 4% preparado em PBS, lavados com 1 mL de PBS, recuperados por 

centrifugação (7000 x g, 5 minutos, temperatura ambiente), permeabilizados e bloqueados com 

200 µL de tampão C (2% saponina e 2% albumina de soro bovino em PBS) por uma hora em 

temperatura ambiente com agitação (60 rpm). Em seguida, os parasitas foram incubados com o 

anticorpo anti- BrdU produzido em camundongo (3:50, clone monoclonal MoBU-1, Invitrogen 

– catalogo n. B35139) diluído em tampão C, por 16 horas, a 4 ºC. Os parasitas foram lavados 

com 1 mL de PBS, recuperados por centrifugação (7000 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) 

e incubados com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 

488, produzido em cabra (1:200, Molecular Probes) e 2 µg/mL DAPI, diluídos em 50 µL de 

tampão C. As células foram lavadas com 1 mL de PBS e suspendidas em 200 µL de PBS 

contendo 10 µg/ml de RNAse A, que melhorou o perfil do ciclo celular obtido com o DAPI. 
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3.8.2 Análise da Taxa de Transcrição e do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo 

Simultaneamente 

 

Para analisar o RNA nascente e o ciclo celular simultaneamente, os dados de 20.000 

eventos de cada amostra foram adquiridos no citômetro de fluxo FACSCanto (BD). O 

fluoróforo Alexa Fluor 488 foi excitado pelo laser azul (488 nm) e a luz emitida foi detecta com 

o filtro 530/30 (band pass). O DAPI foi excitado pelo laser violeta (405 nm) e detectado com o 

filtro 450/40 (band pass). Não foi necessário compensar os dados e estes foram analisados no 

software FlowJo versão 10.0.1. 

Para analisar os dados, primeiramente foi selecionada a população de T. brucei com os 

parâmetros FSC (Forward Scatter) vs. SSC (Side Scatter). Posteriormente, as células isoladas 

foram selecionas baseadas na área (DAPI-A) e na largura (DAPI-W) do pulso do sinal do DAPI, 

excluindo grumos e restos celulares (NUNEZ, 2001). A partir desta população, foram feitas 

duas análises: ciclo celular, baseado na fluorescência do DAPI, e RNA nascente, baseado na 

fluorescência do Alexa Fluor 488. As fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) foram estimadas 

com o modelo de Wastson, disponível no software FlowJo. Para determinar a porcentagem de 

células com RNA nascente, chamadas de “Run-on +”, a amostra Controle_sem nucleotídeos foi 

utilizada para estabelecer que 5 % desta amostra seria considerada positiva (Run-on +) e 

determinar a linha de corte, ou seja, o processo de transcrição será considerado positivo quando 

a intensidade de fluorescência for maior do que esta linha de corte. A mesma análise foi aplicada 

para as diferentes amostras dos experimentos. Dados semelhantes podem ser obtidos utilizando 

outras estratégias de análise.  

Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes. 

 

3.8.3 Validação da Análise do Ciclo Celular com DAPI 

 

Para comparar a eficiência da coloração do DNA com DAPI, os dados foram 

comparados com a coloração com iodeto de propídeo. Para isto, as amostras passaram pelo 

processo de transcrição in vitro, lavadas com PBS e suspendidas em 100 µL de PBS mais 100 

µL de solução de iodeto de propídeo 2x (3,4 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,1 % NP40; 10 µg/ml 

RNAse A; 10 mM NaCl; 30 µg/mL iodeto de propídeo).  
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O dado de 10.000 eventos foi adquirido no citômetro FACSCanto (BD). O iodeto de 

propídeo foi excitado com o laser azul (488 nm) e a fluorescência emitida foi detectada com o 

filtro 585/42 (band pass). As células isoladas foram selecionadas baseadas área (PE-A) e na 

largura (PE-W) do pulso do sinal do iodeto de propídeo (NUNEZ, 2001). As fases do ciclo 

celular (G0/G1, S e G2/M) foram estimadas com o modelo de Wastson, disponível no software 

FlowJo versão 10.0.1. 

Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes. 

 

3.8.4 Análise da Taxa de Transcrição por Sistema de Imagem de Alta Performance (High-

Content Imaging System) 

 

Para analisar a taxa de transcrição por outro método, as células obtidas no item 3.8.1, 

foram aderidas em placas de 96 poços pré-tratadas com poli L-lisina e os dados foram 

adquiridos no Operetta high-content imaging system (PerkinElmer) acoplado ao software 

Harmony 3.5. As imagens foram adquiridas com a lente objetiva de 40 X no plano focal do 

DAPI. Os fluoróforos foram excitados com a luz de xênon. As imagens do DAPI e do Alexa 

Fluor 488 foram adquiridas com os filtros de excitação 360/400 nm e 460/490 nm e os filtros 

de emissão 410/480 nm e 500/550 nm, respectivamente. Foram adquiridas 50 imagens por poço.  

As imagens foram analisadas no software Harmony. O núcleo foi detectado com o 

algoritmo “find nuclei (method C)” com o sinal do DAPI. Células cortadas nas bordas das 

imagens foram excluídas da análise. Posteriormente, os núcleos isolados, excluindo grumos 

celulares, foram selecionados baseados nas propriedades morfológias, utilizando a área do 

núcleo como critério. A partir destas células, foi analisada a mediana da intensidade de 

fluorescência do Alexa Fluor 488, correspondente ao RNA nascente, da região nuclear das 

amostras controles e definido a linha de corte. As células, com intensidade de fluorescência 

acima da linha de corte, foram consideras positivas para o RNA nascente e calculado a 

porcentagem de células positivas em relação a células isoladas.  

Foram utilizados os dados dos experimentos com mais de 600 células isoladas, por 

amostra, selecionadas a partir dos núcleos isolados, descrito acima. Os dados estão apresentados 

como média ± desvio padrão de dois experimentos independentes. 
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3.8.5 Análise Estatística 

 

A diferença entre as amostras do ensaio de transcrição in vitro foram analisadas por 

análise de variância com um fator (ANOVA), seguido por comparações múltiplas de Tukey. A 

análise foi realizada no software GraphPad Prism versão 5.01. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p ≤ 0.001. 

 

3.8.6 Análise da Taxa de Transcrição Após o Silenciamento de Sub2 

 

A taxa de transcrição foi analisada com a metodologia descrita acima, utilizando os 

parasitas TbSub2-RNAi submetidos à indução do silenciamento de 48 horas. Nestes 

experimentos, foram adicionadas as amostras Controle_sinefungina, tratadas com 1 µg/mL de 

sinefungina por 4 ou 15 minutos em tampão B, a 28 ºC sob agitação (300 rpm), antes de 

adicionar o mix de nucleotídeos BrUTP. Além disso, na etapa da imunofenotipagem também 

foi utilizado o anticorpo anti-Sub2, produzido em coelho, e o anticorpo secundário anti-IgG de 

coelho conjugado com Alexa Fluor 594, produzido em cabra (1:200, Molecular Probes). A 

análise foi realizada como descrito acima, incluído a quantificação da expressão de Sub2. 

Portanto, o fluoróforo Alexa Fluor 546 foi excitado pelo laser azul (488 nm) e a luz emitida foi 

detecta com o filtro 585/42 (band pass), no FACSCanto II. No Operetta high-content imaging 

system (PerkinElmer) acoplado ao software Harmony 3.5, as imagens foram adquiridas com o 

filtro de excitação 520/550 nm e o filtro de emissão 560/580, respectivamente. 

 

3.9 OBTENÇÃO DE LINHAGENS DE TRYPANOSOMA BRUCEI EXPRESSANDO PROTEÍNAS FUSIONADAS 

À ETIQUETAS  

 

3.9.1 Clonagem Molecular da Região que Codifica a Extremidade N Terminal da Proteína Sub2 

de Trypanosoma brucei no Vetor PN-PURO-PTP 

 

O vetor PN-PURO-PTP (SCHIMANSKI; NGUYEN; GÜNZL, 2005) (Anexo A) é 

utilizado para adicionar, na extremidade 5’ do gene de interesse, a sequência que codifica a 

etiqueta PTP. Para isto, a extremidade 5’ da região codificante do gene de interesse é clonada 

no vetor pN-PTP-NEO. Esta sequência também deve conter um sítio único para uma enzima 

de restrição, presente na região clonada e ausente no vetor, para possibilitar a integração do 
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vetor no genoma do parasita. Após a clonagem, o clone é digerido neste sítio único, o parasita 

é transfectado e selecionado na presença do antibiótico puromicina.   

Assim, foi desenhado o oligonucleotídeo TbSub2N-F, e o oligonucleotídeo TbSub2C-

R, para amplificar a extremidade 5’ da região codificante do gene, que contém o sítio EcoNI 

(Figura 3.1). Esses iniciadores foram desenhados a partir da sequência nucleotídica depositada 

no banco de dados TriTrypDB, Gene ID Tb927.10.540. Os oligonucleotídeos TbSub2N-F e 

Tbsub2N-R contêm os sítios para as enzimas de restrição ApaI e NotI, respectivamente, na 

extremidade 5’, para a clonagem no vetor PN-PURO-PTP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 - Região de Sub2 de T. brucei selecionada para clonar no vetor PN-PURO-PTP. 
Sequência nucleotídica de Sub2 com a região selecionada para clonagem no vetor PN-PURO-

PTP (negrito), os oligonucleotídeos TbSub2N-F (vermelho) e TbSub2N-R (azul) e o sítio de 

clivagem por EcoNI (verde) em destaque.  

 

A extremidade 5’ da região codificante do gene Sub2 de T. brucei foi amplificada por 

PCR. A amplificação foi realizada utilizando Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogem), 

ATGAGTAGTGGTCTCGCTGACTTTGACGGAGATGATGTGCGGGCGCCAGTTGTGGCTGCGCAACCGC

ATATTGGTGTTGGTCTCGGAACCCACAGTGCCGTTGCTCTCGGCGGTTTCCAAGATTTTTGTCTCAA

AAGTGAACTCGCCAACGCCATTCGAGAAAACGGCTTCGAACATCCCAGTGAAGTGCAGCATCAGGCC

CTTCCACAAGCCATGCTCGGTGCAGATATCCTTGCACAGGCAAAGTCTGGTATGGGTAAAACAGCCG

TGTTTGTGTTTGCTTTATTGGAGCAAGTGGAAAAACCAACGGATGGGCAGCGGCCCTTCTGTCAAGC

CATCGTCATTGCCCATGCACGCGAGTTGGCATATCAAATTGAGCAGGAGTTCAAGCGTTTCAACAAA

TACTTGCCGCATTGTACCACTGGTGTCTTCTTTGGGGGCGTCCCTGAAGACGAGAACATAAAACAAC

TCAAGAAGGAGGTTCCCGCAATAGTGGTGGCCACACCAGGTCGAATTTGTTCCCTCATTGAGCGAAA

AGCTCTCGACGTGTCGCGTGTTAAGTGGTTTGTTGTTGATGAATTCGATCGCTGCCTAGAGGATGTG

AAAATGCGTCGCGATGTGCAGACGGCATTCCTTAAGACACCGAAGGAAAAACAGGTGATGATGTTCT

CAGCCACCATGACGGAGGAGCTGCGGAATGTGGCGAAGAAATTTATGTCGAACCCCACTGAAATCTA

CGTTGACCAGCGTTCCAAGCTTACACTTCACGGGTTGGCGCAATATTACATCAATGTGACGGAGGCA

CAGAAACTTCGTAAGTTGTGCGACATCCTCGACGCTGTTGAGTTCAATCAAGTCATTATATTCACTT

CCACTGTTGAGCGCTGTGAGGCTCTCAGCCGTCAGCTGCAGGCTCTTAAGTTTCCCTCCAAGGCGAT

TCACTCTCGCATGGAGCAGGCGGAGCGGTTGGTTGTGTATGAGAGCTGCAAAACAAACCAAGCTCGT

ATCATCGTCGCCACAGACATCTTTGGCCGTGGTGTGGATATTGACCGTATTAATCTTGTTGTACAGT

TTGATATGGCGTCTGATGCTGACTCGTACCTTCATCGTGTTGGTCGTGCTGGTCGCTTTGGTACGAA

GGGACTTACGGTGGCATTCCTCACTGAAGAGGAAAAGGAAATTAAGCGTGAGAACCGTAAATATACT

GACCAGGGTATCATGAAGGAAGTGCAGGAGCGATTTGAGATGCAGGTCCAGGAACTTACTGACATCG

CCACACAACTGAACCAGAGCCAGTATATGAACCAATAG 
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segundo as recomendações do fabricante, utilizando como molde o DNA genômico de T. 

brucei. O produto da PCR, também chamado de inserto, foi analisado em gel de agarose.  

O inserto e o plasmídeo PN-PURO-PTP foram digeridos com as enzimas Apa I e Not I 

(New England Biolabs) de acordo com as recomendações do fabricante. A digestão do 

plasmídeo foi confirmada em gel de agarose 0,8%. Após a digestão, o inserto e o vetor foram 

aplicados em gel de agarose 0,8% e purificados do gel com o kit High Pure PCR Product 

Purification Kit (Roche), após a eletroforese.  

 A reação de ligação foi realizada em 20 µL contendo 300 ng do inserto, 30 ng do vetor, 

5 U T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampão da T4 DNA ligase, incubada por 18 horas a 16 °C. 

A ligação foi transformada em DH5α cálcio competente e plaqueada em LB-ágar 1,5% 

contendo 100 µg/mL de ampicilina, como descrito no item 3.3. 

Algumas colônias foram analisadas diretamente por PCR utilizando os 

oligonucleotídeos pN-F e pN-R (Apêndice A) que anelam no vetor. Os produtos de PCR foram 

analisados em gel de agarose 1%.  

A orientação da sequência clonada no vetor pN-Sub2#11 foi analisada por PCR 

utilizando a combinação de iniciadores TbSub2N-F e pN-R, TbSub2N-R e pN-F e TbSub2N-F 

e TbSub2N-R. Além disso, os clones foram sequenciados para confirmar se a sequência do 

inserto estava em fase com a etiqueta PTP. Após a confirmação da sequência, 15 µg do clone 

pN-Sub2#11 foi digerido com EcoNI e transfectado em T. brucei cepa 427. Os parasitas foram 

selecionados e mantidos com o antibiótico puromicina.  

 

3.9.2 Amplificação dos Vetores pMOTag Para Adicionar uma Etiqueta na Região C-terminal 

das Proteínas 

 

Para obter as proteínas fusionadas a etiquetas na região C-terminal, os genes dos 

parasitas foram modificados utilizando a técnica descritas por Oberholzer et al. (2006), a partir 

da amplificação por PCR da etiqueta e do gene de resistência dos vetores pMOTag (Anexo B). 

Para o gene U2AF35 foi utilizado o vetor pMOTag3G (GFP e neomicina) e para os genes Hip 

e Mago, o vetor pMOTag4H (3xHA e higromicina). 

Para cada gene modificado neste estudo, foi desenhado o oligonucleotídeo foward 

contendo a sequência dos 100 nucleotídeos da extremidade 3´ da região codificante do gene, 

sem o códon de parada, e a sequência que anela antes da sequência da etiqueta nos vetores 

pMOTag. O oligonucleotídeo reverse foi desenhado com a sequência dos 100 nucleotídeos da 



 

 

39 

 

região intergênica a jusante a região codificante do gene e a sequência que anela depois do gene 

de resistência dos vetores pMOTag. As sequências, correspondentes ao vetor, adicionadas aos 

oligonucleotídeos anelam em uma região comum a todos os vetores pMOTag, portanto poderia 

utilizar qualquer vetor pMOTag e amplificar diferentes combinações de etiqueta e gene de 

resistência por PCR. 

Os oligonucleotídeos foram desenhados baseados nas informações do banco de dados 

TriTrypDB. Como utilizamos o parasita T. brucei Lister 427 utilizamos preferencialmente as 

sequências de DNA desta cepa, porém, quando a sequência da região intergênica não estava 

definida, utilizamos a sequência de T. brucei TREU 927. 

Para obter o material necessário para transfectar, foram realizadas 10 PCRs de cada gene 

e a amplificação foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. Posteriormente, o material 

foi precipitado com 10% do volume de acetado de sódio 3M pH 5,2 e 3 volumes de etanol. O 

material foi armazenado por 16 horas a -20 ºC e este foi recuperado por centrifugação a 15000 

rpm por 10 minutos a 4 ºC. Posteriormente, o sedimento obtido foi lavado com etanol 70%, o 

DNA foi recuperado novamente por centrifugação e o etanol descartado. Após a evaporação do 

etanol, foi adicionado 50 µL de água ultrapura e utilizado para a transfecção de T. brucei.  

 

3.9.3 Transfecção e Seleção de Trypanosoma brucei  

 

  Um total de 1 x 108 parasitas em fase logarítmica de crescimento foram utilizados para 

cada transfecção. Os parasitas foram centrifugados a 5000 x g por 3 minutos, lavados com 2 

mL de ZPMF (129 mM NaCl; 1,5 mM KH2PO4; 8 mM KCl; 8 mM NaH2PO4; 1,5 mM MgCl2; 

90 µM CaCl2; 2,4 mM CH3COONa pH 7,0), centrifugados novamente nas mesmas condições 

e suspensos em 450 µL de ZPMF. Os parasitas foram transferidos para a cubeta de 

eletroporação de 0,4 mm e adicionou-se o DNA. Os parasitas foram incubados por 10 minutos 

no gelo, submetidos a um pulso de 1,5 kV com capacitância de 25 µF em eletroporador 

GenePulser II Apparatus (Bio-Rad) e rapidamente transferidos para 10 mL de meio SDM-79 

suplementado com 10% SBF e com o antibiótico de seleção (2 µg/mL de puromicina, 20 µg/mL 

de neomicina ou 20 µg/mL higromicina).  

Em uma placa de petri, foram misturados 5,5 mL dos parasitas submetidos à transfecção, 

5,5 mL dos parasitas não transfectados e 15,5 mL do meio SDM-79 suplementado com 10% 

SBF e com o antibiótico de seleção. Desta mistura, o volume de 250 µL foi transferido para 

cada poço de uma placa de poliestireno de 96 poços. Os parasitas foram incubados em estufa 
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com 5% de CO2 a 28 °C por 24 horas. Após este período, foi realizado o repique na proporção 

de 1:4 em outra placa de poliestireno de 96 poços, contendo a mesma concentração de 

antibiótico. Os parasitas foram mantidos em estufa com 5% de CO2 a 28 °C até o meio de alguns 

poços turvarem, aproximadamente 15 dias, indicando a seleção e o crescimento dos parasitas. 

Cada população, correspondente aos diferentes poços com os parasitas geneticamente 

modificados, foi expandida em placa de poliestireno de 24 poços e, posteriormente, transferida 

para tubo cônico de 15 mL, sempre mantendo a proporção de 1:4, porém no meio de cultivo 

SDM-79 contendo 4 µg/mL de puromicina, 40 µg/mL de neomicina ou 40 µg/mL higromicina). 

 

3.9.4 Análise das Linhagens 

 

3.9.4.1 Análise das proteínas fusionadas às etiquetas por Western blotting 

 

Após a seleção das linhagens, os parasitas foram mantidos em meio SDM-79 com o 

antibiótico de seleção. A partir de culturas em fase exponencial de crescimento, preparou-se os 

extratos proteicos contendo 1 x 106 células/µL em 75% PBS e 25 % tampão de amostra para 

proteína 4X. Os extratos foram aquecidos a 95 °C por 5 minutos para desnaturar as proteínas e 

aplicados em gel desnaturante de poliacrilamida. Após a separação eletroforética, os extratos 

foram transferidos para a membrana de nitrocelulose como descrito no item 3.5.3.3. As 

proteínas fusionadas à etiqueta foram detectadas utilizando anticorpo primário anti-proteína A 

produzido em coelho (1:40000, Sigma, P3775), anti-GFP produzido em camundongo (1:500) 

ou anti-HA produzido em coelho (1:250, Invitrogen, 715500) e anticorpo secundário anti-IgG 

de coelho ou camundongo marcados com fosfatase alcalina (diluição 1:10000).  

 

3.9.4.3 Localização celular das proteínas fusionadas às etiquetas por microscopia de 

imunofluorescência indireta 

 

As proteínas fusionadas às etiquetas foram localizadas nos parasitas utilizando o 

anticorpo anti-proteína A produzido em coelho (1:40000, Sigma, P3775), anti-GFP produzido 

em camundongo (1:500), anti-HA produzido em coelho (1:250, Invitrogen, 715500) ou 

nanobody anti-GFP (1:1500) e anticorpo secundário anti-IgG de coelho ou camundongo 

conjugados ao fluoróforo Alexa Fluor 594 ou Alexa 488 (Invitrogen), como descrito no item 

3.7. 
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3.10 ANÁLISE DO COMPLEXO PROTEICO 

 

3.10.1 Expressão e Purificação de Nanobodies Anti-GFP 

 

A expressão de nanobodies anti-GFP em sistema bacteriano e a purificação das 

moléculas foram realizadas como descrito por Fridy et al. (2014), com algumas modificações. 

Portanto, bactérias Escherichia coli ArcticExpress (DE3) competente foram transformadas com 

o clone LAg16-G4S-2 obtido em pET21b-pelB e cultivadas em LB-ágar 1,5% suplementado 

com 100 µg/mL de ampicilina, resistência conferida pelo vetor. 

Uma colônia foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo 100 µg/mL ampicilina e 20 

µg/mL gentamicina e incubada a 37 ºC, com agitação a 200 rpm, durante 18 horas. 

Posteriormente, foi realizado um inóculo (1:20) em 1 L em LB contendo apenas 100 µg/mL 

ampicilina. As células foram incubadas a 37 °C, com agitação a 200 rpm, até atingir a densidade 

óptica de 0,6, quantificada em espectrofotômetro a 600 nm. Esta densidade óptica foi atingida 

em aproximadamente 3 horas de incubação. Em seguida, foi adicionado 0,1 mM IPTG e a 

cultura foi incubada a 12 °C, com agitação a 200 rpm, por 18 horas.  

Para obter a fração periplasmática, as bactérias foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 

minutos e suspendidas em 10 mL de tampão TES (0,2 M Tris-HCL pH 8,0; 0,5 mM EDTA pH 

8,0; 0,5M sacarose). Logo em seguida, foi adicionado mais 15 mL de tampão TES diluído 1:4 

(3 mL tampão TES mais 12 mL H2O) e as bactérias foram incubadas no gelo por 30 minutos. 

Posteriormente, a suspensão foi centrifugada a 15000 x g por 45 minutos, o sobrenadante foi 

recolhido e adicionado 770 µL NaCl 5M para obter a concentração final de 150 mM NaCl no 

tampão TES.  

Devido as características do vetor pET21b-pelB, os nanobodies foram expressos 

fusionados a seis aminoácidos histidina na extremidade C-terminal. Portanto, a purificação dos 

nanobodies foi realizada com a coluna HisTrapFF – 1 mL (GE Healthcare Life Sciences) no 

cromatógrafo ÄktaPurifier (GE – GE Healthcare Life Sciences). Toda a cromatografia foi 

realizada com fluxo de 0,5 mL/minuto e pressão máxima de 0,5 mPa. Inicialmente, a coluna 

HisTrapFF foi lavada com 5 volumes de H2O ultrapura e com 5 volumes de tampão A (25 mM 

imidazol; 50 mM tampão fosfato de sódio pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 % glicerol). Em seguida, 

a amostra foi injetada, passada na coluna e esta foi lavada novamente com 5 volumes de tampão 

A. Posteriormente foi aplicado um gradiente linear de 25 mM até 250 mM imidazol, com os 
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tampões A e B (250 mM imidazol; 50 mM tampão fosfato de sódio pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 

% glicerol). O gradiente foi realizado com 18 volumes da coluna e as amostras eluídas foram 

coletadas em frações de 1 mL. Em seguida a coluna foi lavada com 5 volumes de tampão B, 5 

volumes de tampão A, 5 volumes de H2O ultrapura e 5 volumes de etanol 20%. A coluna foi 

armazenada a 4 ºC.  

Uma alíquota das frações 4, 7, 9, 11, 13, 15 e 19 foram submetidas à eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida e o gel foi corado com Comassie Blue, como descrito nos itens 

3.5.3 e 3.5.3.1. 

Posteriormente, as frações contendo os nanobodies foram dialisadas em tampão fosfato 

100 mM pH 8,0 utilizando Amicon Ultra Centrifugal Filter (Merck Milipore), com membrana 

NMWL de 10 kDa. 

 

3.10.2 Conjugação do Nanobody anti-GFP ou do Anticorpo Anti-proteína A à Dynebeads 

Epoxy M270 

 

 Para a conjugação das proteínas [nanobody anti-GFP, obtidos como descrito no item 

3.10.1, ou anticorpo anti-proteína A (Sigma)] às esferas magnéticas, 20 mg de resina Dynebeads 

epoxy M270 (Invitrogen) foi lavada com tampão fosfato 100 mM pH 8,0 por duas vezes, sendo 

que na segunda vez as esferas foram mantidas no tampão por 15 minutos com agitação. 

Posteriormente, o tampão foi removido e adicionado 100 µL de tampão fosfato mais 100 µL da 

solução contendo a proteína na concentração de 2 mg/mL, também diluída em tampão fosfato. 

Em seguida, foi adicionado 100 µL de sulfato de amônia 3M lentamente, para evitar a 

precipitação das proteínas. Esta suspensão foi incubada a 30 ºC por 72 horas, com agitação de 

200 rpm. Após este período, as esferas foram lavadas sequencialmente com 1 mL de cada 

solução: tampão fosfato de sódio 100 mM pH 8,0; glicina 100 mM pH 2,5; tris-HCl 10 mM pH 

8,8; 100 mM trietilamina; PBS; triton x-100 0,5% diluído em PBS; e duas vezes com PBS. As 

esferas foram suspensas em 150 µL de PBS e armazenadas a 4ºC. 

 

3.10.3 Preparo de Extrato Celular de T. brucei para Imunoprecipitação  

  

Parasitas (2 a 5 x 108), na fase logarítmica do crescimento, foram centrifugados a 2000 

x g por 10 minutos, lavados com 1 mL de PBS e centrifugados novamente 2000 x g por 10 

minutos. Em seguida, as células foram suspensas em 500 µL de tampão citrato (20 mM Hepes 
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pH 7,4; 1 mM MgCl2; 10 µ CaCl2; 10 mM Na3C6H5O7; 0,1% Chaps) gelado, contendo inibidor 

de protease cOmplete mini protease inhibitor coktail, EDTA free (Roche). A amostra foi 

sonicada por 3 segundos, potência de 30 % por 2 vezes, com intervalo de 1 minuto mantida no 

gelo. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 20000 x g por 10 minutos a 4 ºC, o 

sobrenadante foi coletado e utilizado para a cromatografia de exclusão de tamanho ou para 

imunoprecipitação do complexo.  

 

3.10.4 Cromatografia de Gel Filtração  

 

Extrato proteico de T. brucei foi preparado como descrito no item acima e separado por 

cromatografia de exclusão de tamanho com a coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) 

acoplada ao cromatógrafo ÄktaPurifier (GE – GE Healthcare Life Sciences). Toda a 

cromatografia foi realizada com fluxo de 0,5 mL/minuto e pressão máxima de 1,5 mPa, 

utilzando o tampão citrato (20 mM Hepes pH 7,4; 1 mM MgCl2; 10 µ CaCl2; 10 mM 

Na3C6H5O7; 0,1% Chaps) como fase móvel. Inicialmente, a coluna foi lavada com 2 volumes 

de H2O ultrapura e com 2 volumes de tampão citrato. Em seguida, a amostra foi injetada e 

separada pela coluna de acordo com a massa dos complexos. As amostras eluídas foram 

coletadas em frações de 0,5 mL. Em seguida a coluna foi lavada com 2 volumes de H2O 

ultrapura, 5 volumes de etanol 20% e armazenada a 4 ºC.  

Uma alíquota das frações impares de 13 a 33 foram submetidos à eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida e analisadas por Western blotting, como descrito nos itens 3.5.3 

e 3.5.3.3.  

 

3.10.5 Imunoprecipitação Utilizando Nanobodies Anti-GFP ou Anticorpo Anti-Proteína A 

Ligados à Dynebeads Epoxy M270  

 

Para cada ensaio de imunoprecipiatação, 1,5 µL de Dynebeads epoxy M270, conjugada 

com nanobodies anti-GFP ou com anticorpo anti-proteína A, foi incubada com o extrato 

proteico de T. brucei (item 3.10.3) por 2 horas, a 4 ºC com agitação circular a 40 rpm. 

Posteriormente, a resina foi lavada três vezes com 1 mL de tampão citrato, com o auxílio de 

uma estante magnética. A resina foi centrifugada por 15 segundos a 1000 x g e o excesso de 

tampão foi removido. Em seguida, foram adicionados 20 µL de tampão de amostra para 

proteína 4X e aquecida a 94 ºC por 20 minutos. A amostra eluída foi recuperada e analisada por 
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eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e coloração com nitrato de prata, Western 

blotting ou espectrometria de massa.  

 

3.10.6 Imunoprecipitação Utilizando a Resina Anti-HA 

 

Para cada ensaio de imunoprecipiatação, 10 µL de resina anti-HA, do kit Anti-HA 

immunoprecipitation (Sigma, IP0010), foi adicionada ao extrato proteico de T. brucei (item 

3.10.3). Nas amostras sem RNAse A foi adicionado 40U de RNAse Out (Invitrogen) e nas 

amostras com RNAse A foi adicionada a enzima para obter a concentração final de 10 µg/mL. 

As amostras foram incubadas por 2 horas, a 4 ºC com agitação circular a 40 rpm, lavadas 5 

vezes com o tampão citrato e eluídas com tampão de amostra para proteína. A manipulação da 

coluna foi realizada como descrita no manual do fabricante.  

 

3.10.7 Processamento das Amostras e Espectrometria de Massas 

 

Após a corrida das amostras imunoprecipitadas em gel de acrilamida e coloração com 

nitrato de prata, as regiões do gel correspondentes as amostras foram cortadas e processadas 

pela Plataforma de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas. Os géis foram 

incubados com a solução de descoloração (tiossultafo de sódio 50 mM; ferrocianeto de potássio 

15 mM) até sair a coloração da prata e os géis ficarem amarelo. Posteriormente, os géis foram 

lavados com bicarbonato de amônio 50 mM por 10 minutos, a 25 ºC com agitação a 800 rpm 

para remover a coloração amarela. Esta lavagem foi repetida até o gel ficar transparente. Em 

seguida, os géis foram desidratados incubando 2 vezes com etanol por 10 minutos, a 25 ºC com 

agitação a 800 rpm e seco em Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator (Thermo 

Scientific), com pressão de vácuo a 0,1. 

 Posteriormente, os géis foram incubados com a solução de redução (DTT 10 mM diluído 

em bicarbonato de amônio 50 mM) por 60 minutos a 56 ºC com 800 rpm de agitação e, em 

seguida, com a solução de alquilação (iodoacetamida 55 mM em bicarbonato de amônio 50 

mM) por 45 minutos a 25 ºC com 800 rpm de agitação e protegido da luz. Estas soluções 

reduzem as pontes dissulfeto entre as cisteínas das proteínas e alquilam os enxofres para impedir 

a formação das pontes dissulfeto. Após o tratamento, os géis foram lavados com bicarbonato 

de amônio 50 mM por 20 minutos a 25 ºC com 800 rpm de agitação e desidratados com etanol 

por 10 minutos a 25 ºC com 800 rpm de agitação. A etapa de lavagem foi realizada mais uma 



 

 

45 

 

vez, seguida de 2 etapas de desidratação nas mesmas condições. Posteriormente, os géis foram 

desidratados em Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator (Thermo Scientific), com 

pressão de vácuo a 0,1, e adicionado a solução de tripsina 12,5 ng/µL diluída em bicarbonato 

de amônio 50 mM, volume suficiente cobrir cada gel. Os géis foram mantidos por 20 minutos 

a 4 ºC para hidratação, cobertos com bicarbonato de amônio 50 mM e incubados por 18 horas 

a 37 ºC. Após este período, a atividade da tripsina foi inibida com a adição de ácido 

trifluoacético, concentração final de 0,5%, e as frações líquidas foram transferidas para um tubo 

novo. Em seguida, os géis foram incubados com ácido trifluoacético 0,5% e acetonitrila 30% 

por 10 minutos a 25 ºC com 800 rpm de agitação. As frações líquidas foram coletadas e 

transferidas para o tubo contendo as frações anteriores. Esta etapa foi realizada mais uma vez. 

Os géis foram incubados com acetonitrila 100 % por 10 minutos a 25 ºC com 800 rpm de 

agitação. As frações líquidas foram coletadas e transferidas para o tudo contendo as frações 

anteriores. Esta etapa foi realizada mais uma vez. 

 As frações líquidas, correspondentes aos peptídeos trípticos da amostra, foram 

concentradas no Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator (Thermo Scientific), com 

pressão de vácuo a 0,1, até reduzir o para 10 a 20 % do volume original. Posteriormente, as 

soluções foram aplicadas nos StageTip (STop And Go Extraction Tip), previamente lavados 

com metanol e ácido fórmico 0,1 %, e centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos. Posteriormente, 

os StageTip foram lavados 2 vezes com ácido fórmico 0,1 % e os peptídeos foram eluídos com 

40 µL de ácido fórmico 0,1% e acetonitrila 40% e recuperados por centrifugação a 1000 x g 

por 1 minuto. As amostras foram secas no Savant SPD131DDA Speed-vac Concentrator 

(Thermo Scientific), com pressão de vácuo a 0,1, sem aquecimento, e adicionado ácido fórmico 

0,1 % e DMSO 5%. 

 Após este processo, as amostras foram divididas em 3 alíquotas de 5 µL e analisadas 

por espectrometria de massas. Assim, cada 5 µL foi analisado por cromatografia líquida no 

cromatógrafo Easy-nLC 1000 da (Thermo Scientific). A separação dos peptídeos foi realizada 

com gradiente linear de 5 a 40% de acetonitrilo, 5% de DMSO em coluna analítica de 15 cm, 

com diâmetro interno de 75 μm e partículas de C18 de 3 μm. A cromatografia foi realizada a 

60 ºC durante 60 minutos. Após o fracionamento, os peptídeos foram ionizados por nano eletro 

spray (voltagem de 2,7 kV) e injetados no espectrômetro de massas LTQ Orbitrap XL ETD 

(Thermo Scientific). O scan inicial foi realizado no Orbitrap com resolução de 15.000, seguido 

de seleção dos 10 íons mais intensos, os quais foram fragmentados por CID e analisados no ion 

trap. Paralelamente ao MS2, foi realizado um full scan no Orbitrap com uma resolução de 
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60.000. Na seleção dos íons foi usada uma lista de exclusão de 90 segundos. A opção lock mass 

foi utilizada para obtenção de melhor acurácia (erro abaixo de 0,5 p.p.m.) de massa dos 

peptídeos trípticos precursores detectados por espectrometria de massas. 

 

3.10.8 Processamento dos Dados Obtidos do Espectrômetro de Massas e Análise dos Dados 

 Os dados brutos obtidos do espectrômetro de massas foram processados com o software 

PatternLab for proteomics (versão 4.0) (PL) (CARVALHO et al., 2016). Os espectros de 

massas obtidos experimentalmente foram comparados com os espectros teóricos utilizando a 

ferramenta Comet 2015.2, embutida no PL 4.0, contra o banco de dados que contêm sequências 

do Trypanosoma brucei Lister 427, Trypanosoma brucei TREU927 do TriTrypDB (ASLETT 

et al., 2010) (baixado em 31 de outubro de 2016, http://www.tritrypdb.org/), e de mais 127 

contaminantes comuns a espectrometria de massas (como tripsina, queratina e BSA). Em 

seguida, para cada sequência do banco foi inclusa uma sequência invertida. O banco final 

continha 40.336 sequências de proteínas. Para reduzir as redundâncias do banco, sequências 

contidas dentro de outra sequência (com 100% de identidade) foram removidas e as respectivas 

descrições foram incluídas na descrição da proteína com sequência mais extensa. Os parâmetros 

para identificar os peptídeos foram: peptídeos trípticos e semi-trípticos com massas entre 600 e 

5.500 Da; peptídeos com até 2 sítios de clivagem perdidos; peptídeos com modificação fixa 

para carbamidometilação na cisteína; peptídeos com modificação variável para oxidação na 

metionina; tolerância inicial de 40 ppm para íons precursores.  

 Os resultados foram filtrados utilizando o modulo Search Engine Processor do PL 

(SEPro) (CARVALHO et al., 2012). As identificações foram agrupadas pelo estado de carga 

(+2 e ≥ +3) e pelo número de extremidades clivadas pela enzima (tríptico e semi-tríptico), 

resultando em quatro subgrupos distintos. Para cada resultado, os escores de cada métrica 

(XCorr, DeltaCN e ZScore) foram usados para gerar um discriminador Bayesiano, aceitando 

1% de falsas descobertas (False Discovery Rate, FDR), estimadas pelo número de 

identificações de sequências do banco reverso. Sequências com menos de 6 resíduos de 

aminoácidos foram excluídas da análise. Os resultados foram adicionalmente filtrados para 

aceitar apenas PSMs com erro de massa inferior a 5 ppm. Proteínas identificadas por um único 

espectro (1 hit wonder) com XCorr abaixo de dois foram excluídas. Este último filtro levou a 

um FDR global da análise de 1% (BARBOZA et al., 2011). Finalmente, as proteínas foram 

agrupadas de acordo com a máxima parcimônia (ZHANG; CHAMBERS; TABB, 2007). 
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A quantificação dos peptídeos foi realizada usando o modulo XIC Extractor do módulo 

SEProQ do PatternLab. O XIC (extracted ion chromatograms) integra a corrente iônica de cada 

peptídeo durante a eluição cromatográfica. O programa descartou XICs com menos de três 

leituras de MS1. Em seguida, os dados foram normalizados de acordo com o Normalized Ion 

Abundance Factor (NIAF) (SANTANA et al., 2015). O NIAF é uma adaptação do Normalized 

Spectral Abundance Factor (NSAF). O Normalized Abundance Factor (NAF) de uma 

determinada proteína é calculado pelo somatório dos spectral counts dos peptídeos desta 

proteína dividido pelo número de aminoácidos da mesma proteína. O NSAF de uma proteína é 

obtido dividindo o NAF da respectiva proteína pelo somatório dos NAFs de todas as proteínas 

identificadas (ZYBAILOV et al., 2006). O NIAF utiliza o XIC ao invés do spectral counting 

como medida quantitativa. Esta análise é uma quantificação que estima os valores próximos 

dos valores absolutos de cada proteína presente na amostra. 

 

3.10.9 Busca de Domínios, Predição de Estrutura, Análise de Homologia, Ortologia e 

Identidade 

 

 A homologia indica que diferentes genes de espécies diferentes possuem um ancestral 

em comum e pode ser verificado pela sequência de DNA comum. Esta análise foi realizada 

utilizando a ferramenta Protein Blast (BlastP) (ALTSCHUL et al., 1990), disponível no 

website: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Os genes com e-value menor do que 1 x 10-10 foram 

considerados homólogos.  

A ortologia indica que genes de espécies diferentes possuem um ancestral em comum e 

codificam proteínas com mesmas funções e propriedades. Neste caso, esta informação foi 

verificada no OrthoMCL database (versão 5), incluso no EuPathDB - eukaryotic pathogen 

database resources (AURRECOECHEA et al., 2013).  

Os domínios foram identificados com as ferramentas Protein Blast (BlastP) 

(ALTSCHUL et al., 1990) e hmmscan (FINN et al., 2015).  A hmmscan está disponível no 

website EBI web server (http://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) e foram utilizados os bancos de 

dados Pfam, TiGRFAM, Gene3C, Superfamily e PIRSF. 

A sequência de aminoácidos foi utilizada para predizer a estrutura da proteína com a 

ferramenta Phyre2 (KELLEY et al., 2015), para verificar se há proteínas com estrutura 

semelhante. 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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 O alinhamento e a identidade entre sequências gênicas foram analisados com o software 

Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011), disponível no EBI web server 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 

3.10.10 Conjugação dos Nanobodies a Alexa Fluor 488 5-SDP 

 

Após a expressão e purificação dos nanobodies da fração periplasmática, os nanobodies 

foram concentrados e dialisados com tampão carbonato 100 mM pH 9,0 utilizando Amicon 

Ultra Centrifugal Filter (Merck Milipore), com membrana NMWL de 10 kDa. Posteriormente, 

a quantidade de 200 µg foi separada e o volume foi ajustado para 40 µL com tampão carbonato 

100 mM pH 9,0. A quantidade de 40 µg de Alexa Fluor 5-SDP foi dissolvida em 4 µL de DMSO 

e adicionado lentamente ao nanobody. A reação foi incubada por 2 horas, a temperatura 

ambiente com 50 rpm de agitação e protegido da luz. Após este período, foram adicionados 2 

µL de NH4Cl 50 mM e incubado por 1 hora, em temperatura ambiente com 50 rpm de agitação 

e protegido da luz. O fluoróforo que não ligou aos nanobodies foi removido por diálise em PBS 

com a membrana SnakeSkin Dialysis Tubing com limite de exclusão de 10 kDa (Thermo 

Scientific). Após a diálise, os nanobodies conjugados ao fluoróforo foram recolhidos e 

armazenados a -20 ºC.   

  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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4 RESULTADOS 

 

4.1 SILENCIAMENTO DA EXPRESSÃO DE SUB2 NÃO ALTERA A TAXA DE TRANSCRIÇÃO  

 

4.1.2 Análise da Taxa de Transcrição por Citometria de Fluxo: Adaptação do Método, 

Estratégias e Critérios de Análise do Ensaio 

 

A metodologia de transcrição in vitro, também conhecida como Run-on, foi descrita por 

Ullu e Tschudi (1990) para T. brucei. O protocolo foi padronizado utilizando o nucleotídeo 

radioativo α-[32P]UTP, que é incorporado ao RNA durante o processo de transcrição em células 

previamente permeabilizadas com L-α-Lysophosphatidylcholine (LPC). Nas condições 

estabelecidas, os parasitas mantêm principalmente a síntese do SL RNA e de RNAm, que são 

transcritos pela RNA polimerase II. Para adaptar o protocolo para a análise por citometria de 

fluxo, inicialmente verificamos qual seria a melhor concentração do detergente L-α-

Lysophosphatidylcholine (LPC) (100, 250, 500, 750 e 1000 µg/mL) e o tempo de tratamento, 

por 1 ou 2 minutos (dados não mostrados). Consideramos a concentração de 250 µg/mL LPC 

por 2 minutos a mais indicada para permeabilizar a membrana nuclear e celular, mantendo a 

maquinaria de transcrição funcional. Após a permeabilização dos parasitas, a incorporação dos 

nucleotídeos foi realizada como descrito anteriormente (ULLU; TSCHUDI, 1990), mas 

substituindo o α-[32P]UTP por Br-UTP (5-Bromouridine 5´-Triphosphate). Para a detecção do 

RNA nascente por citometria de fluxo, os parasitas foram lavados com tampão A, fixados com 

paraformaldeído 4%, lavados com PBS, bloqueados e permeabilizados com tampão B 

(BSA2%/saponina 1%/PBS). A lavagem com PBS e o tampão B foram padronizados de modo 

que as células fixadas permaneçam em solução sem aglomerar, o que possibilita a marcação do 

Br-UTP com o anticorpo anti-BrdUTP e, em seguida, com anticorpo secundário conjugado a 

um fluoróforo. Ambos os anticorpos foram diluídos em tampão B. Juntamente com o anticorpo 

secundário, foi adicionado 2 µg/µL DAPI (4', 6-Diamidino-2-fenilindol). Acredita-se que o 

DAPI se ligue ao sulco menor do DNA dupla fita, interagindo preferencialmente com 

sequências A-T. Este fluoróforo também pode intercalar com outras sequências de DNA ou 

com RNA dupla fita, emitindo menos fluorescência (KAPUSCINSKI, 1995). Por isto, os 

parasitas foram tratados com 700U/L de RNAse A, enzima que cliva as ligações fosfodiester 

do RNA (CUCHILLO; NOGUÉS; RAINES, 2011; RAINES, 1998) e degrada o RNA de dupla 

fita (LIBONATI; SORRENTINO, 2001), eliminando o sinal da interação do DAPI com o RNA 
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de dupla fita. Consequentemente, o tratamento com RNAse A otimizou a marcação definida 

com DAPI, melhorando a análise do perfil do ciclo celular. Esse tratamento não alterou a 

detecção do Br-UTP, devido ao cross-linking entre as diferentes moléculas da célula realizado 

com paraformaldeído anteriormente. 

Os dados de cada amostra, referentes a 20000 eventos da população celular, foram 

adquiridos no citômetro FACSCanto II e analisados no programa FlowJo v10.1.  Para analisar 

os dados, primeiramente, uma população de células foi selecionada com os parâmetros FSC 

(Forward Scatter) vs. SSC (Side Scatter) e chamada de “T. brucei” (Figura 4.1A). Desta 

população, foi selecionada uma sub-população sem agregados de células utilizando os 

parâmetros DAPI-A vs. DAPI-W (NUNEZ, 2001), definida como “T. brucei isolados” (Figura 

4.1B). A partir desta população celular, foram realizadas duas análises: Transcrição in vitro 

(Figura 4.1C), referente a quantidade de RNA nascente; e ciclo celular (Figura 4.1D), para 

determinar as fases do ciclo celular simultaneamente a análise do RNA nascente. 

Figura 4.1 - Representação da estratégia de análise da metodologia de transcrição in vitro 

por citometria de fluxo. (A) Seleção dos parasitas T. brucei. (B) seleção dos parasitas isolados, 

sem aglomerados celulares. (C) Análise da taxa de transcrição. (D) Análise do ciclo celular. O 

experimento foi realizado no FACSCantoII (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) e os dados 

foram analisados no software FlowJo v10.1.  
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 Para validar a especificidade do ensaio, a amostra controle sem nucleotídeos 

(Controle_sem nucleotídeos), de cada experimento, foi utilizada para estabelecer o que 

corresponderia ao ruído da metodologia. Na Figura 4.1 está representada a análise dos dados 

utilizando a amostra Controle_sem nucleotídeos, que passou pelos mesmos procedimentos que 

as outras, porém não foi adicionado nenhum nucleotídeo durante o processo de transcrição in 

vitro. Esta amostra foi utilizada como controle negativo e estabelecido que 5 % desta amostra 

seria considerada positiva (Run-on +) para determinar a linha de corte, ou seja, o processo de 

transcrição será considerado positivo quando a intensidade de fluorescência for maior do que 

esta linha de corte. A mesma análise foi aplicada para as diferentes amostras dos experimentos. 

A estratégia descrita seleciona somente os parasitas e excluí os restos celulares e os agregados 

de células. Dados semelhantes podem ser obtidos utilizando outras combinações de parâmetros 

e populações. 

Após a padronização e a definição da análise, três experimentos independentes foram 

realizados para verificar a reprodutibilidade e validar a metodologia. O desenho experimental 

consiste em avaliar a transcrição na ausência (transcrição normal – Run-on) e na presença de 

75 µg/mL de alfa-amanitina (transcrição inibida – controle_alfa-amanitina), droga que inibe as 

diferentes RNA polimerases de acordo com a concentração. Neste trabalho foi utilizada a 

concentração de 75 µg/mL que inibe especificamente a RNA polimerase II (CAMPBELL; 

THOMAS; STURM, 2003; GÜNZL et al., 1997; LAIRD et al., 1985). 

Nestes experimentos, além das amostras com a transcrição normal e inibida, foram 

feitos os controles: sem nenhum anticorpo (Controle_sem anticorpo), somente com o anticorpo 

secundário (Controle_secundário), sem nucleotídeos (Controle_sem nucleotídeos) e com UTP 

em vez de Br-UTP (Controle_UTP). A Figura 4.2 representa os resultados obtidos por 

citometria de fluxo de um dos experimentos. Os resultados mostram que a metodologia é 

eficiente para detectar as células transcricionalmente ativas, comparando com as células que 

tiveram o processo de transcrição inibido (Figura 4.2A e B). Os dados dos três experimentos 

estão representados como média e desvio padrão na Figura 4.2C. A partir destes dados, foi 

realizado a análise estatística utilizado o teste ANOVA e comparação múltipla de Tukey e a 

amostra Run-on é estatisticamente diferente de todos os controles utilizados (***: P ≤ 0,001). 

Os dados numéricos dos 3 experimentos estão representados na Tabela 4.1: valor da 

média da porcentagem de células “Run-on +”, da mediana da intensidade de fluorescência e da 

razão da mediana da intensidade de fluorescência em relação a amostra Controle_Sem 
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nucleotídeos. Nas três análises, observa-se que os valores da amostra Run-on são 

significativamente maiores do que as outras amostras.  

Figura 4.2 – Ensaio de transcrição in vitro e análise por citometria de fluxo. (A) Controles 

do experimento. A gate para quantificar as células com RNA nascente foi delimitada a partir da 

amostra preparada sem nucleotídeos (Controle_sem nucleotídeos). (B) RNA nascente foi 

detectado em torno de 70 % das células na amostra chamada de Run-on. Alfa-amanitina (75 

µg/mL) foi utilizada como controle para inibir a atividade da RNA polimerase II (Controle_alfa 

amanitina). O experimento foi realizado no FACSCantoII (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) 

e os dados foram analisados no software FlowJo v10.1. (C) Análise estatística do ensaio, 

considerando a média de 3 experimentos independes. Os dados foram analisados utilizando 

ANOVA e comparação múltipla de Tukey. ***: P ≤ 0,001. 

 

Tabela 4.1 - Dados numéricos obtidos das análises por citometria de fluxo (média de 

3 experimentos independentes). 

Amostra % Run-on + 
Desvio  

padrão 

Média da  

intensidade 

do sinal 

Média amostra/ 

controle_sem 

nucleotídeos 

Controle_sem anticorpo 0.00 0 51.90 0.08 

Controle_Sem nucleotídeos 5.02 0.03 658.67 1.00 

Controle_UTP 14.63 4.73 915.33 1.39 

Controle_secundário  1.29 0.62 538.67 0.82 

Controle_alfa amanitina 15.47 4.21 934.33 1.42 

Run-on 74.03 2.94 4456.33 6.77 

Fonte: a autora. 
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Os dados indicam que 74,03 % ± 2,94 (média ± SD) dos parasitas, em fase exponencial 

de crescimento, estão transcrevendo RNA pela RNA polimerase II. O tratamento com α-

amanitina reduziu para 15,47 % ± 4,20 (média ± SD) a frequência de células com atividade da 

RNA polimerase II. Comparando com os controles, também se observa a especificidade dos 

reagentes. Com bases nestes resultados, podemos concluir que o Br-UTP é incorporado ao 

RNAm e o anticorpo anti-Bromo reconhece especificamente esta molécula, pois a concentração 

da droga α-amanitina utilizada inibe a síntese de RNAm pela RNA polimerase II. 

Devido a disponibilidade de outros equipamentos para quantificar a fluorescência de 

moléculas, decidimos avaliar o protocolo estabelecido por sistema de imagem de alta 

performance (high-content imaging system). Para isto, as mesmas amostras foram depositas em 

placa de 96 poços e as imagens foram adquiridas no plano focal do núcleo celular, baseado no 

sinal do DAPI. Posteriormente, ao analisar as imagens, os núcleos celulares foram selecionados, 

excluindo fragmentos e aglomerados celulares. Foi analisada a intensidade de fluorescência 

referente ao RNA nascente dos núcleos celulares e a porcentagem de células positivas acima 

do ruído da metodologia. O ruído foi definido baseado na fluorescência da amostra controle 

sem nucleotídeo (Controle_sem nucleotídeos), como na análise por citometria de fluxo.  A 

estratégia da análise está representa na Figura 4.3 para as amostras Controle_sem nucleotídeos 

(Figura 4.3A) e Run-on (Figura 4.3B). 

 

Figura 4.3 - Representação da estratégia de análise por sistema de imagem de alta 

performance. (A) amostra Controle_sem nucleotídeos. (B) Amostra Run-on. (a) Imagem 

adquirida no PerkinElmer Operetta high-content imaging system. DNA corado com DAPI 

(azul) e RNA nascente detectado com anticorpo anti-bromo e anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (verde). (b) identificação dos núcleos (linhas 

coloridas) com o algoritmo “Find nucleus” (método C) com o sinal do DAPI. (c) Núcleos 

selecionados, excluindo os núcleos das bordas da imagem (não há núcleos nas bordas desta 

imagem). (d) A partir dos núcleos selecionados em (c), os núcleos isolados foram selecionados 

utilizando critérios de morfologia. (e) A partir dos núcleos isolados, foram identificados os 

núcleos com RNA nascente com o sinal de Alexa Fluor 488. Nas imagens (c), (d) e (e), as 
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marcações em vermelho indicam que o evento foi excluído e as marcações em verde foram 

selecionadas. As imagens foram adquiridas no PerkinElmer Operetta high-content imaging 

system e analisadas no software Harmony 3.5.  

 

As imagens obtidas permitem visualizar a localização e o sinal dos fluoróforos (Figura 

4.4). Na amostra Run-on (Figura 4.4A), observa-se que o RNA nascente está presente no núcleo 

da célula, colocalizando com a marcação do DNA nuclear, ambos os sinais com alta 

intensidade. A amostra Controle_alfa-amanitina (Figura 4.4B) mostra que o tratamento inibe a 

transcrição realizada pela RNA polimerase II, pois 75 µg/mL de alfa-amanitina inibe a atividade 

desta enzima (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; GÜNZL et al., 1997; LAIRD et al., 

1985), indicando a especificidade do método para a marcação e detecção de RNA mensageiro.  

 

Figura 4.4 - Localização nuclear do RNA nascente visualizado por sistema de imagem de 

alta performance. (A) Amotras Run-on com RNA nascente localizado na região do núcleo. 

(B) amostra tratada com 75 µg/mL α-amanitina, para inibir a atividade da RNA polimerase II. 

RNA nascente detectado com anticorpo anti-bromo e anticorpo secundário anti-IgG 

camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (verde) e DNA corado com DAPI (azul). As imagens 

foram adquiridas no PerkinElmer Operetta high-content imaging system.  Barra: 10 µm. 

 

Dois experimentos independentes foram analisados pelo sistema de imagem de alta 

performance e a porcentagem de células com RNA nascente detectado é semelhante a 
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porcentagem obtida por citometria de fluxo, também com significância estatística (P ≤ 0.001) 

e reprodutibilidade altas, como observado no gráfico (Figura 4.5).  

Figura 4.5 – Análise estatística dos dados de transcrição in vitro obtidos por sistema de 

imagem de alta performance. As imagens foram adquiridas no PerkinElmer Operetta high-

content imaging system e analisadas no software Harmony 3.5. Análise estatística do ensaio, 

considerando a média de 2 experimentos independes, utilizando ANOVA e comparação 

múltipla de Tukey. ***: P ≤ 0,001. 

 

A partir da metodologia estabelecida para ensaios de transcrição em células 

permeabilizadas associada a análise por citometria de fluxo, foi possível também estabelecer a 

análise de ciclo celular, ampliando a possibilidade de uma análise multiparamétrica para 

tripanossomatídeos. Neste caso, o DNA foi quantificado a partir da aquisição do sinal de 

fluorescência do DAPI, simultaneamente a aquisição da fluorescência referente ao RNA 

nascente (Alexa Fluor 488). A estratégia de análise dos dados para obter o perfil do ciclo celular 

da amostra está representada na Figura 4.1.  

Para validar o ensaio de ciclo celular com DAPI, o resultado da amostra Run-on foi 

comparado com a coloração do DNA com iodeto de propídeo (PI), que é normalmente utilizada 

nos ensaios de ciclo celular. Neste caso, a amostra seguiu as etapas iniciais do protocolo de 

transcrição in vitro, porém após a incubação com Br-UTP, a amostra foi suspendida em PBS e 

incubada com o mesmo volume de solução de iodeto de propídeo 2X. Posteriormente, o dado 

foi adquirido por citometria de fluxo, as células isoladas foram selecionadas nos parâmetros PI-

A vs. PI-W e definido o perfil do ciclo celular destas células. 

O histograma das amostras coradas com DAPI (Figura 4.6A) e PI (Figura 4.6B) foi 

analisado com o modelo de Watson para definir as fases do ciclo celular (G1, S e G2/M). Três 



 

 

56 

 

amostras independentes foram analisadas em cada protocolo e a Figura 4.6C mostra a média da 

porcentagem de células em cada fase do ciclo celular.  

Figura 4.6 - Validação da coloração com DAPI para análise de ciclo celular com o 

protocolo de transcrição in vitro. Histograma representativo das amostras coradas com DAPI 

(A) e iodeto de propídeo (B) com o modelo de Watson (linha rosa). A quantidade de 

fluorescência está diretamente relacionada a quantidade de DNA, sendo que 40K (roxo) 

corresponde a fase G1, 80K (verde) corresponde a G2 e a população intermediaria (amarelo), a 

fase S. Os dados foram adquiridos no citômetro FACSCantoII (Becton-Dickinson, San-Jose, 

USA) e analisados no software FlowJo v10.1. (C) Frequência das células (média ± SD) nas 

fases G1, S, G2/M de três experimentos independentes.  

 

Ambas colorações apresentaram resultados semelhantes. Como esperado, parasitas na 

fase G1 e S do ciclo celular são predominantes na população de parasitas em fase exponencial 

de crescimento.  

A Tabela 4.2 mostra os dados numéricos das duas metodologias, representados pela 

média e desvio padrão de três experimentos independentes. Todos os parâmetros analisados 

possuem baixo desvio padrão (SD), indicando reprodutibilidade entre os experimentos 

realizados. Além disso, ambas metodologias apresentam valor próximo a 2 para a razão do pico 

de G2 em relação ao pico de G1 (G2/G1 MFI: razão da média da intensidade de fluorescência 

da população G2 em relação a G1 na Tabela 4.2), indicando a estequiometria e linearidade dos 

corantes. O coeficiente de variação da fluorescência de G1 (CV de G1 na Tabela 4.2), indicativo 



 

 

57 

 

da acurácia do método, também é similar nos dois casos. Portanto, a coloração com DAPI 

apresenta resultados semelhantes a coloração com PI, nas condições descritas.  

 

Tabela 4.2 - Dados numéricos do ciclo celular das amostras 

coradas com DAPI e PI  

  DAPI PI 

% G1 49.77 ± 6.66 54.17 ± 11.35 

% S 30.5 ±  6.69 31.63 ± 9.88 

% G2 16.9 ± 0.75 13.17 ± 1.16 

G1 MFI  45356 ± 6137 47409 ±844 

G2 MFI 89916 ± 12642 93105 ± 2727 

G2/G1 MFI  1.98 ± 0.03 1.96 ± 0.03 

CV de G1  10.60 ± 1.41 9.49 ± 2.67 

CV de G2 9.25 ± 2.64 7.28 ± 1.89 

  Fonte: a autora. 

 

A citometria de fluxo permite adquirir simultaneamente diferentes informações da 

mesma população de células. Portanto, a citometria de fluxo permitiu adquirir os dados 

referentes a transcrição in vitro e ao ciclo celular no mesmo experimento. Neste caso, obtivemos 

a taxa de transcrição in vitro (Figura 4.7A) e o perfil do ciclo celular (Figura 4.7B) da mesma 

amostra. Como os dois dados foram adquiridos simultaneamente, é possível representar os dois 

parâmetros no mesmo gráfico (Figura 4.7C), podendo concluir que a população celular sem 

transcrição ativa (“Run-on -”, baixo sinal no eixo Y) está predominantemente na fase G1 do 

ciclo celular (baixo sinal no eixo X). Este resultado também pode ser representado como na 

Figura 4.7D, ao analisar o ciclo celular das subpopulações “Run-on -”e “Run-on +” (Figura 

4.7A), comparando com a população total.  

Esta análise mostra que as células transcricionalmente ativas (Run-on +) estão 

distribuídas nas três fases do ciclo celular, enquanto que a maioria das células sem atividade 

transcricional (Run-on -) estão na fase G1 do ciclo. A metodologia e os dados obtidos não 

permitem explorar a relação biológica entre a fase G1 do ciclo celular e ausência da atividade 

transcricional. Outros estudos são necessários para investigar esta relação.  
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Figura 4.7 - Análise simultânea do ciclo celular e da transcrição em células 

permeabilizadas. (A) A população total foi subdividida em “Run-on +” e “Run-on -”. (B) 

Perfil do ciclo celular de toda a população representada em (A). (C) Representação da taxa de 

transcrição e do ciclo celular da população total, representada em A. (D) Perfil do ciclo celular 

da população total (vermelho), Run on– (azul) e Run on+ (laranja).  

 

Devido às características da metodologia descrita e à capacidade de a citometria de fluxo 

analisar diversos parâmetros simultaneamente, acreditamos que outros anticorpos podem ser 

adicionados para analisar a expressão das proteínas de interesse simultaneamente.   

 

4.1.2 Análise da Taxa de Transcrição após o Silenciamento de Sub2 

 

Anteriormente, demonstramos que o silenciamento de Sub2 retém o RNAm no núcleo 

(SERPELONI et al., 2011b), acumula o SL RNA e diminui a estrutura em Y, subproduto do 

trans splicing (HIRAIWA, 2012), após 48 e 36 horas de indução do silenciamento, 

respectivamente. Além disso, verificamos que o SL RNA está metilado e poderia ser utilizado 

para o processamento do pré-RNAm por trans splicing, portanto, o acúmulo de SL RNA não 

foi devido a defeitos no seu processamento (HIRAIWA, 2012). Baseado nestes dados, 

decidimos avaliar se o acúmulo do SL RNA, causado pelo silenciamento de Sub2, poderia ser 

devido ao bloqueio da transcrição de pré-RNAm.  Para isto, o silenciamento da expressão da 
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proteína foi induzido por RNAi durante 48 horas de cultivo da cepa TbSub2-RNAi 

(SERPELONI et al., 2011b), antes de realizar a metodologia de transcrição in vitro. Esta 

amostra, denominada de RNAi I (transcrição in vitro após a indução do RNAi), foi comparada 

com a amostra sem a indução do RNAi, denominada de RNAi NI (transcrição in vitro sem a 

indução do RNAi). Além disso, como controle, foram analisadas as amostras tratadas com 

sinefungina, droga que inibe o processamento do RNAm em tripanossomatídeos, por 4 

(sinefungina_4 minutos) ou 15 minutos (sinefungina_15 minutos) antes da etapa de 

incorporação dos nucleotídeos descrita na metodologia de transcrição in vitro. Como o processo 

de transcrição foi previamente padronizado sem o intervalo de 15 minutos, adicionado devido 

ao tratamento com sinefungina, as amostras RNAi I_15 minutos e RNAi NI_15 minutos foram 

adicionadas para verificar se a transcrição permaneceria funcional com a adição de 15 minutos 

de incubação em tampão de transcrição antes da incorporação dos nucleotídeos.  

Foram realizados três experimentos de forma independente e analisados como descrito 

anteriormente. Os gráficos de um experimento estão representados na Figura 4.8. A média e o 

desvio padrão obtido dos experimentos foram plotados no gráfico da Figura 4.9. 
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Figura 4.8 – Análise da taxa de transcrição in vitro, por citometria de fluxo, após o 

silenciamento de Sub2 de T. brucei. Gráficos representativos de 3 experimentos 

independentes para avaliar se Sub2 está relacionada com o processo de transcrição em T. brucei. 

(A) Controles do experimento. A gate para quantificar as células com RNA nascente foi 

delimitada a partir da amostra preparada sem nucleotídeos (Controle_sem nucleotídeos). (B) 

RNA nascente das amostras sem a indução do RNAi. (C) RNA nascente das amostras com 

indução do RNAi, comparado com a amostra RNAi NI. Alfa-amanitina (75 µg/mL) e 

sinefungina (1 µg/mL) foram utilizadas como controle para inibir a atividade da RNA 

polimerase II e do processamento do RNA por trans splicing, respectivamente. Os dados foram 

adquiridos no citômetro FACSCantoII (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) e analisados no 

software FlowJo v10.1 
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Figura 4.9 - O silenciamento de Sub2 de T. brucei não altera a taxa de transcrição. Análise estatística do ensaio realizado por citometria de 

fluxo, considerando a média de 3 experimentos independentes. Os dados foram obtidos no FACSCantoII (Becton-Dickinson, San-Jose, USA) e 

analisados no software FlowJo v10.0.7. A análise estatística foi realizada com ANOVA e comparação múltipla de Tukey. *: P ≤ 0.05; **: P ≤ 0.01; 

***: P ≤ 0.001. 
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Para confirmar os dados obtidos por citometria de fluxo, dois experimentos 

independentes foram analisados pelo sistema de imagem de alta performance e estão 

representados na Figura 4.10. O terceiro experimento foi excluído das análises devido ao baixo 

número de células isoladas detectadas nos campos analisados. 
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Figura 4.10 - O silenciamento de Sub2 de T. brucei não altera a taxa de transcrição. Análise estatística do ensaio realizado por sistema de 

imagem de alta performance, considerando a média de 2 experimentos independentes. Os dados foram obtidos no PerkinElmer Operetta high-

content imaging system e analisadas no software Harmony 3.5. A análise estatística foi realizada com ANOVA e comparação múltipla de Tukey. 

*: P ≤ 0.05; **: P ≤ 0.01; ***: P ≤ 0.001. 
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Os dados de RNA nascente obtidos com os dois sistemas de análise são muito 

semelhantes, com significância estatística e reprodutibilidade altas, como demonstrado nos 

gráficos. A amostra com RNAi de Sub2 induzido e tratada com sinefungina por 4 minutos 

(RNAi I_sinefungina) apresenta uma variação estatística entre os dados adquiridos pelos dois 

sistemas (Figura 4.9B e 4.10B), sendo significativamente diferente das amostras controles 

RNAi_NI e Controle_sinefungina (4 e 15 minutos) nos dados de citometria de fluxo. Porém 

estas amostras controles apresentam menor diferença estatística com a amostra com RNAi de 

Sub2 induzido e tratada com sinefungina por 15 minutos (RNAi I_sinefungina_15 min). A 

redução da taxa de transcrição da amostra RNAi I_sinefungina (4 minutos com a droga) 

provavelmente não é devido ao efeito da droga, pois a amostra RNAi I_sinefungina_15 min foi 

incubada com a droga por um período maior e não teve o efeito semelhante ou acentuado. 

Possivelmente, esta alteração na taxa de transcrição foi devido a um efeito inespecífico durante 

a laboriosa metodologia de transcrição in vitro.  

A partir destas análises, observa-se que o silenciamento da proteína Sub2 (RNAi I ou 

RNAi I_15minutos) não altera a taxa de transcrição de forma estatisticamente significativa, 

sendo que o efeito causado pela depleção de Sub2 é semelhante as amostras sem o 

silenciamento da expressão da proteína (RNAi NI, RNAi NI_15 minutos) e das amostras 

tratadas com sinefungina, inibidor do trans splicing. Estas amostras são estatisticamente 

diferentes das amostras Controle_sem nucleotídeos, Controle _UTP, Controle_secundários e 

RNAi I_alfa amanitina.   

As imagens obtidas com sistema de imagem de alta performance permitem visualizar a 

localização e o sinal dos fluoróforos correspondentes a proteína Sub2 e ao RNA nascente 

(Figura 4.11A). Na amostra RNAi NI, a proteína Sub2 e o RNA nascente estão presentes no 

núcleo da célula. Na amostra RNAi I, a intensidade da fluorescência corresponde a Sub2 é 

inferior à da amostra RNAi NI, como pode ser visualizado na foto (Figura 4.11A) e nos gráficos 

(Figura 4. 11B), porém o RNA nascente continua sendo detectado com intensidade semelhante 

nas duas amostras. Outra observação foi que o tratamento com sinefungina não altera a detecção 

do RNA nascente, porém o tratamento com α-amanitina diminui a detecção do RNA nascente.  

A expressão de Sub2 também foi quantificada simultaneamente a análise de RNA 

nascente por citometria de fluxo. Como pode ser observado na Figura 4.11C, a quantidade de 
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proteína Sub2 diminuiu após a indução do RNAi (RNAi I), comparada com a amostra sem 

induzir silenciamento (RNAi NI).  

Figura 4.11 - Localização nuclear da proteína Sub2 e do RNA nascente. (A) Imagem das 

amostras adquiridas no PerkinElmer Operetta high-content imaging system. Barra: 10 µm. (B 

e C) Quantificação da expressão de Sub2 nas amostras RNAi NI e RNAi I. Os dados foram 

obtidos simultaneamente ao ensaio de transcrição in vitro por sistema de imagem de alta 

performance (B) e citometria de fluxo (C). 

 

Além da atividade transcricional, o ciclo celular também foi analisado simultaneamente 

por citometria de fluxo (Apêndice B), sendo que o silenciamento de Sub2 também não altera 

de forma significativa a porcentagem de células em cada fase do ciclo neste período analisado, 
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portanto o silenciamento de Sub2 após 48 horas não altera o perfil do ciclo celular, 

corroborando o resultado descrito anteriormente, utilizando o protocolo clássico com iodeto de 

propídeo (SERPELONI et al., 2011b).  

Concluindo, os dados indicam que apesar de Sub2 ser essencial para a sobrevivência do 

parasita, a proteína não está relacionada com a maquinaria de transcrição e regulação do ciclo 

celular. O efeito letal causado pelo silenciamento deve ser, principalmente, devido ao bloqueio 

do trans splicing (HIRAIWA, 2012) e da exportação do RNAm (SERPELONI et al., 2011b). 

 

4.2 PROTEÍNAS QUE PERTENCEM AO MESMO COMPLEXO PROTEICO QUE SUB2 SÃO CONSERVADAS 

APENAS EM KINETOPLASTÍDEOS 

 

Antes de descrever os resultados desta etapa, é necessário relatar que diversos 

protocolos de lise, cromatografia de exclusão de tamanho e imunoprecipitação foram realizados 

com parasitas expressando a proteína Sub2 fusionada a etiqueta PTP [TbSub2-PTP 

(HIRAIWA, 2012)] e GFP [TbSub2-GFP (Apêndice D)], ambas etiquetas na região C-terminal. 

Diferentes tampões e condições de lise foram testadas e alguns testes foram realizados com 

cross linking por formaldeído. Os resultados de cromatografia indicavam que a proteína 

permanecia em complexo em algumas condições. Portanto, tentamos enriquecer o complexo 

proteico de Sub2 por imunoprecipitação, com previa separação por cromatografia ou não. Duas 

formas de analisar a eficiência do protocolo de imunoprecipitação foram aplicadas. Uma delas 

era verificar se a proteína Sub2 estava enriquecida e se era possível observar a presença de 

algumas proteínas a mais na amostra da imunoprecipitação de Sub2 em relação ao controle em 

gel SDS-PAGE corado com prata. Dificilmente, observa-se proteínas específicas na amostra da 

imunoprecipitação de Sub2. Por isso, algumas amostras foram analisadas por proteômica, a 

segunda forma de análise. Após o processamento dos dados de proteômica, quando a proteína 

Sub2 não era a proteína mais abundante, concluíamos que as condições do ensaio não estavam 

adequadas para imunoprecipitar o complexo proteico.  Em alguns casos, a proteína Sub2 era a 

mais representada, porém poucas proteínas eram identificadas ou as proteínas não possuíam 

funções relacionadas, indicando que o complexo ainda não estava estável nas condições 

testadas e que as proteínas identificadas deveriam ter permanecido nas amostras devido a 

interações inespecíficas.  

Os ensaios de imunoprecipitação com proteínas fusionadas a etiquetas geralmente são 

mais eficientes do que soros policlonais para evitar interações inespecíficas. Entretanto, devido 



 

 

67 

 

à ausência de resultados conclusivos com a proteína Sub2 fusionada a etiquetas na região C-

terminal, acreditamos que a etiqueta estava desestabilizando as interações durante os ensaios 

de imunoprecipitação. Por isso, optamos por obter linhagens de parasita expressando a proteína 

Sub2 fusionada a etiqueta PTP na região N- terminal (TbSub2-PTP-N) para os ensaios de 

imunoprecipitação e, com base nos mesmos critérios descritos acima, obtivemos resultados 

conclusivos com esta linhagem.  

 

4.2.1 Construção da Linhagem TbSub2-PTP-N 

 

O vetor PN-PURO-PTP (SCHIMANSKI; NGUYEN; GÜNZL, 2005) foi modificado 

para adicionar a sequência que codifica a etiqueta PTP na extremidade 5’ do locus de Sub2. A 

etiqueta PTP contém dois domínios de ligação à imunoglobulina G (IgG) da proteína A (ProtA) 

de Staphylococcus aureus, um sítio de clivagem pela protease do vírus etch do tabaco (tobacco 

etch vírus - TEV) e um epítopo de 12 aminoácidos da proteína C (ProtC) (SCHIMANSKI; 

NGUYEN; GÜNZL, 2005). Esta combinação ProtA-TEV-ProtC permite purificar a proteína 

fusionada à etiqueta por duas cromatografias de afinidade utilizando os epítopos proteína A e 

proteína C. Neste trabalho foi realizado somente a cromatografia de afinidade utilizando os 

domínios da proteína A.   

Para obter a construção para a fusão N-terminal em Sub2, a região correspondente a 

extremidade 5’ da região codificadora de Sub2 foi amplificada utilizando os oligonucleotídeos 

TbSub2N-F e TbSub2N-R. O produto desta amplificação, de 357 nucleotídeos, e o vetor PN-

PURO-PTP foram digeridos com as enzimas de restrição ApaI e NotI (Figura 4.12A e B) e 

purificados do gel. O produto de PCR e o vetor foram ligados e transformados em bactérias E. 

coli DH5α. Os clones foram selecionados por análise de PCR de colônia utilizando os 

oligonucleotídeos pN-F e pN-R, que anelam no vetor, adjacente a região onde Sub2 foi inserido 

(Figura 4.12C e D). Destes clones, somente o clone pN-PTP-Sub2-PURO #11 amplificou um 

produto com o tamanho esperado de 602 nucleotídeos, correspondente a sequência da 

extremidade 5´ de Sub2 (357) flanqueada pelas sequências do vetor (245). A orientação do gene 
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foi analisada por PCR utilizando os oligonucleotídeos Sub2N-F e pN-R e Sub2N-R e pN-F e 

comprovou-se que Sub2 está na mesma orientação que a etiqueta PTP (Figura 4.12E e F). 

 

Figura 4.12 - Clonagem da região 5’ de Sub2 de T. brucei no vetor PN-PURO-PTP. (A) 

Produto de PCR da região 5’ de Sub2 (Sub2-N). (B) Vetor PN-PURO-PTP digerido com as 

enzimas de restrição ApaI e NotI (pN dig), comparado com o vetor não digerido (pN). (C) 

Representação do vetor pN-PTP-Sub2-PURO esperado. (D) Análise dos clones pN-PTP-Sub2-

PURO por PCR de colônia utilizando os oligonucleotídeos pN-F e pN-R. Após a PCR, espera-

se obter um fragmento de 602 nucleotídeos. (E) Representação das PCR utilizando os 

oligonucleotídeos 1 (Sub2N-F e pN-R) e 2 (pN-F e Sub2N-R) e 3 (Sub2N-F e Sub2N-R) para 

verificar a inserção e orientação do inserto no clone pN-PTP-Sub2-PURO #11. (F) PCR de 

colônia utilizando os oligonucleotídeos 1, 2 e 3 e o vetor pSub2N-PURO-PTP #11 ou o DNA 

genômico (gDNA) como molde. B: branco da PCR. M: marcador molecular 1 Kb Plus DNA 

Ladder. 
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O plasmídeo pN-PTP-Sub2-PURO #11 foi digerido com EcoNI, sítio presente apenas 

uma vez no plasmídeo e dentro da sequência de Sub2. A linearização do plasmídeo possibilita 

que este integre no lócus de Sub2 e adicione a sequência de PTP ao gene endógeno. O vetor 

linearizado foi transfectado e os parasitas modificados foram selecionados por pressão seletiva 

com o antibiótico puromicina. 

Foram obtidas 4 populações, denominadas de TbSub2-PTP-N #1, #2, #4 e #10. A 

expressão da proteína Sub2 fusionada à etiqueta PTP foi analisada por Western blotting e por 

microscopia de fluorescência indireta utilizando o anticorpo primários anti-proteína A (Figura 

4.13). O soro anti-proteína A reconheceu um polipeptídeo de aproximadamente 68 kDa, 

correspondente aos 49,22 kDa da proteína Sub2 fusionada aos 18,08 kDa da etiqueta PTP, em 

todas as populações analisadas. Porém somente as populações TbSub2-PTP-N #1 e #2 

expressam a proteína localizada no núcleo na maioria das células indicando maior eficiência da 

transfecção e seleção destes parasitas. Por isso, a população #2 foi selecionada para os 

experimentos de imunoprecipitação. 
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Figura 4.13 – Linhagem expressando a proteína Sub2 fusionada a etiqueta PTP na 

extremidade N-terminal. (A) Expressão da proteína TbSub2-PTP nas populações 

transfectantes foi analisada por Western blotting (A) e por microscopia de imunofluorecência 

indireta, comparada com T. brucei selvagem (TbWT) (B). Nos dois ensaios foi utilizado o 

anticorpo primário anti-proteína A (1:40000). DNA: a marcação do material genético foi 

realizada com DAPI. DIC: contraste por interferência diferencial. As imagens foram adquiridas 

por microscopia de imunofluorescência. 

 

4.2.2 Purificação do Complexo Proteico que Contém Sub2 em T. brucei e Identificação das 

Proteínas por Espectrometria de Massas 

 

A proteína ortóloga de mamíferos UAP56 foi descrita como um fator do cis splicing 

essencial para o processamento do pré-RNAm (FLECKNER et al., 1997) e como um fator de 

exportação de RNAm (LUO et al., 2001; STRÄβER; HURT, 2001). Dados do nosso grupo 
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mostram que o silenciamento de Sub2 em T. brucei causa o acúmulo de SL RNA e diminui a 

estrutura em Y, subproduto do trans splicing (HIRAIWA, 2012). 

 Por isto, decidimos avaliar se Sub2 de tripanossoma estaria associada também com 

fatores de processamento do RNAm por trans splicing. Inicialmente, a presença de complexos 

contendo Sub2 foi analisada por cromatografia de exclusão, utilizando extrato de parasitas 

expressando a proteína SmD1, uma das proteínas do core do spliceossomo (GUNZL, 2010; 

LUZ AMBROSIO et al., 2009), fusionada a etiqueta PTP na região C-terminal, chamados de 

TbSmD1-PTP (HIRAIWA, 2012; LUZ AMBROSIO et al., 2009). O extrato do parasita foi 

separado por cromatografia de exclusão de tamanho e as frações foram coletadas para analisar 

o perfil de sedimentação dos complexos contendo Sub2 e SmD1-PTP (Figura 4.14). Neste 

ensaio, foi utilizado tampão citrato para preparar o extrato e realizar o fracionamento 

cromatográfico. Dados do grupo, obtidos em paralelo a este trabalham, indicam que os melhores 

resultados para estabilizar o complexo com a proteína Sub2 de T.cruzi são obtidos com tampões 

contendo citrato (INOUE, 2015). Por isso, decidimos testar se o mesmo tampão utilizado para 

a imunoprecipitação do complexo de Sub2 de T. cruzi seria eficiente para a purificação da 

proteína de T. brucei. Após a cromatografia e análise por Western blotting do extrato proteico 

de T. brucei, a proteína Sub2 foi detectada com maior intensidade nas frações 17 a 19, que 

correspondem a complexos com massa de 670 kDa aproximadamente, enquanto que a proteína 

SmD1 foi detectada com maior intensidade nas frações 23 a 25, que correspondem a massas 

menores que 440 kDa. O perfil de sedimentação obtido por cromatografia indica que as 

condições utilizadas para extrair as proteínas dos parasitas estabilizam o complexo que contém 

a proteína Sub2 endógena, sem a adição de nenhuma etiqueta, e indica que Sub2 e SmD1 estão 

presentes em complexos diferentes, pois a maior parte do complexo que contém Sub2 apresenta 

massa molecular diferente do complexo que contém SmD1.  
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Figura 4.14 - Separação dos complexos proteicos por cromatografia de exclusão de 

tamanho. (A) Cromatograma da separação em coluna Superdex 200 10/30 GL (GE 

Healthcare). A linha em azul representa a absorbância em 280 nm, correspondente a 

concentração de proteína. Em vermelho, estão representas as frações coletadas. (B) As frações 

impares de 13 a 33 foram analisadas por Western blotting, com os anticorpos primários anti-

proteína A (1:40000) e anti-Sub2 (1:600).  

 

Para identificar o complexo proteico de Sub2, realizamos alguns ensaios de 

imunoprecipitação com a linhagem TbSub2-PTP-N. Apesar de o tampão citrato manter o 

complexo de Sub2 integro, como demonstrado acima, resolvemos testar as imunoprecipitações 

com diferentes tampões (PBS/Triton X-100 0,05%; PBS/Triton X-100 0,1%; PBS/Chaps 0,1%; 

tampão citrato). Nas quatro condições testadas, foi visível o enriquecimento de Sub2-PTP-N 

(aproximadamente 70 kDA) após a imunoprecipitação das amostras dos parasitas 

transfectantes, comparado com as amostras de parasitas selvagens, controle das 

imunoprecipitações. (Figura 4.15). 
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Figura 4.15 – Ensaios de imunoprecipitação da proteína Sub2 de T. brucei fusionada à 

etiqueta PTP na extremidade N terminal. As imunoprecipitações foram realizadas com a 

resina Dynabeads epoxy M270 (Invitrogen, 14301) ligada ao anticorpo anti-proteína A. O 

extrato proteico foi preparado com diferentes tampões (PBS/Triton X-100 0,05%; PBS/Triton 

X-100 0,1%; PBS/Chaps 0,1%; tampão citrato). Extato de T. brucei selvagem (WT) foi 

utilizado como controle. Após a imunoprecipitação, o material foi analisado por SDS-PAGE 

corado com nitrato de prata. Sub2-PTP possui 70 KDa, aproximadamente. 1: Extrato de T. 

brucei selvagem. 2: Extrato de TbSub2-PTP-N. a: tampão PBS/Triton X-100 0,05%. b: Tampão 

PBS/Triton X-100 0,1%. c: Tampão PBS/Chaps 0,1%. d: tampão citrato. Pontos vermelhos: 

indicam diferenças entre a imunoprecipitação de TbSub2-PTP-N e de parasita selvagem. M: 

marcador molecular PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (ThermoFisher 

Scientific).  

 

 Com base no resultado dos testes e destacado na Figura 4.15, o ensaio realizado com 

tampão citrato proporcionou, além do enriquecimento de Sub2, a imunoprecipitação de 

proteínas presentes apenas na amostra de Sub2-PTP-N, quando comparado com o controle, 

confirmando que é melhor condição para estabilizar. Para a identificação das proteínas por 

espectrometria de massas, 3 experimentos independentes foram realizados e cada amostra foi 

subdividida em 3, totalizando 9 réplicas. Estas réplicas foram submetidas a cromatografia 

líquida seguida de espectrometria de massas (LC/MS/MS). Os dados foram processados e as 

proteínas foram selecionadas de acordo com os seguintes critérios: proteínas presentes somente 

na amostra TbSub2-PTP-N, com no mínimo três espectros MS1, dois peptídeos no MS2 e 

presente em pelo menos 2 réplicas diferentes. A tabela com as proteínas selecionadas continha 

algumas proteínas das subunidades ribossomais e proteínas hot spot de retrotransposon (RHS) 

(Apêndice E). Como são proteínas abundantes, podem ter sido co-purificadas de forma 
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inespecífica e, por isso, foram excluídas dos dados e focamos as análises em proteínas 

relacionadas com outras funções. O resultado está representado na Tabela 4.3.   

 

Tabela4.3 - Proteínas identificadas por espectrometria de massas após a 

imunoprecipitação do complexo contendo a proteína TbSub2-PTP-N. (T. brucei ID e 

Descrição Tritryp: número de acesso e descrição obtidos do banco TriTrypDB. Número de 

réplicas e Amostras: número de réplicas identificas e em quais amostras. Sinal: valor referente 

a quantidade de proteína identificada. Observações: observações das proteínas) 

T. brucei 

TREU 927 ID 

Número 

de 

réplicas 

Amostras Sinal DescriçãoTritryp  Observações  

Tb927.10.540 8 1, 2, 3 0.12862 

ATP-dependent 

RNA helicase SUB2, 

putative 

Sub2; Putative 

spliceosomal 

 helicases (TKACZ et al., 

2010) 

Tb927.1.2750 8 1, 2, 3 0.06782 
hypothetical protein, 

conserved  

Uncharacterized protein  

(INOUE, 2015) 

Tb927.6.1470 8 1, 2, 3 0.06552 
hypothetical protein, 

conserved 

Fop (Friend of PRMT1)   

(INOUE, 2015) 

Tb927.7.2240 9 1, 2, 3 0.03718 
hypothetical protein, 

conserved 
API5 (INOUE, 2015) 

Tb927.4.3060 9 1, 2, 3 0.02206 
hypothetical protein, 

conserved 

Uncharacterized protein 

(INOUE, 2015); TbHip 

Tb927.10.14550 8 1, 2, 3 0.01036 

ATP-dependent 

RNA helicase 

 HEL67 

Putative spliceosomal  

helicase (TKACZ et al., 

2010), VASA (KRAMER 

et al., 2012), DBP1 

(FRITZ et al., 2015), 

RNA helicase (INOUE, 

2015) 

Tb927.10.5620 7 1, 2, 3 0.00867 

fructose-

bisphosphate 

aldolase, 

 glycosomal 

  

Tb927.11.8770 8 1, 2, 3 0.00788 

ATP-dependent 

RNA helicase  

FAL1, putative 

Hel45 (INOUE et al., 

2014) 

Tb927.7.2910 6 1, 3 0.00732 
histone H2A, 

putative  
 

Tb927.4.2030 

Tb927.4.2040 
7 1, 2, 3 0.00641 

ALBA-Domain 

Protein  

ALBA3/ALBA4 

(INOUE, 2015). PRP19 

co-purified proteins 

(AMBRÓSIO; 

BADJATIA; GÜNZL, 

2015) 

Tb927.10.13010 8 1, 2, 3 0.00561 
protein kinase A 

catalytic subunit  
  

Tb427tmp.02.4150
1 

7 1, 2, 3 0.00459 
pyruvate phosphate 

dikinase  
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Tb927.10.10580 5 1, 3 0.00306 
histone H2B, 

putative 
 

Tb927.5.1060 7 1, 2, 3 0.00271 

metallo-peptidase, 

Clan ME, Family 

M16/mitochondrial 

processing peptidase 

 

Tb927.9.12510 5 1, 2, 3 0.00201 

ATP-dependent 

DEAD/H RNA 

helicase, putative 

Putative spliceosomal 

helicases (TKACZ et al., 

2010) 

Tb927.10.3990 6 1, 2, 3 0.00175 DHH1 

Without known splicing 

 functions (PREUβER et 

al., 2012) 

Tb927.9.13990 4 1, 2 0.00101 
RNA-binding 

protein, putative 

DRBD2 (DE 

GAUDENZI; FRASCH; 

CLAYTON, 2005) 

Tb927.8.4330 3 1, 3 0.00095 Rab11A GTPase   

Tb927.10.7550 4 1 , 3 0.00085 
hypothetical protein, 

conserved  
 

Tb927.7.4960 5 1, 2 0.00076 
hypothetical protein, 

conserved 
 

Tb927.11.3980 4 1, 2 0.00051 

metallo-peptidase, 

Clan ME,  

Family M16  

  

Tb927.11.2340 2 1 0.00051 
hypothetical protein, 

conserved  

Mex67A (SERPELONI 

et al., 2011a) 

Tb927.2.2130 4 1, 3 0.00050 
small GTP-binding 

protein RAB6 
  

Tb927.4.410 2 1, 2 0.00044 CAF 40  

Tb11.v5.0774.1-p1 3 1 0.00033 

dihydrolipoamide 

acetyltransferase 

 precursor, putative 

  

Tb927.7.880 2 1 0.00031 
RNA-binding 

protein, putative 

MLN51/CASC3/Barentsz 

eIF4AIII  

binding/BTZ (INOUE, 

2015)(Inoue, 2015);  

RBP25(DE GAUDENZI; 

FRASCH; CLAYTON, 

2005) 

Tb927.5.4420 2 1 0.00020 

nucleolar RNA 

helicase II,  

putative 

nucleolar RNA helicase II  

(INOUE, 2015) 

Tb927.6.850 2 1 0.00017 

ccr4-not transcription 

complex  

subunit 2  

 

Tb927.10.7570 3 1 0.00014 

dihydrolipoamide 

acetyltransferase E2 

subunit, putative 

  

Tb11.v5.0689.1-p1 2 1 0.00012 

NOT2 / NOT3 / 

NOT5 family, 

putative  
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Tb927.10.8540 2 1 0.00012 
chaperone protein 

DNAj, putative 
  

Tb927.2.5130 2 1 0.00011 
hypothetical protein, 

conserved 
 

Tb927.1.5030 2 1 0.00010 

leucine-rich repeat 

protein (LRRP),  

putative 

  

Tb927.2.3910 2 1 0.00008 

beta-ketoacyl 

synthase family 

 protein, putative 

 

Tb927.11.2370 2 1 0.00006 
mRNA export factor 

MEX67 
  

Tb927.10.14320 2 1 2.18E-05 

Flagellum 

attachment zone 

 protein 9 

  

1: proteína identifica no bando de dados de T. brucei Lister 427 

Fonte: a autora. 

 

Os dados de proteômica mostram que a proteína Sub2 é a proteína mais abundante nas 

amostras dos transfectantes expressando a proteína Sub2-PTP, seguida de quatro proteínas 

anotadas como hipotéticas conservadas no banco de dados TriTrypDB. Estas proteínas 

hipotéticas também foram identificadas na imunoprecipitação de Sub2 de T. cruzi (INOUE, 

2015). Para tentar obter alguma informação sobre a função biológica destas proteínas 

hipotéticas, as sequências de aminoácidos foram utilizadas como iscas em análises 

comparativas por similaridade com outros organismos, como para procurar genes homólogos 

por BLASTP e domínios por hmmerscan. A ferramenta Phyre2 foi utilizada para predizer a 

estrutura terciária da proteína. Além disso, a ortologia das proteínas foi avaliada dentro do grupo 

Euglenozoa, de acordo com informações do banco TriTrypDB, e a semelhança entre as 

proteínas de T. brucei e T. cruzi foram analisadas com a ferramenta Clustal Omega. 

As análises realizadas com a proteína codificada pelo gene Tb927.1.2750 (a segunda 

mais abundante no complexo que contém TbSub2), revelam que a proteína é similar a proteínas 

presentes somente em parasitas da família Trypanosomatidae. Utilizando a ferramenta Phyre2, 

observa-se que 22 % da sequência desta proteína possui estrutura semelhante a proteína abp1 

de centrômero (proteína de ligação a DNA) com 42,3 % de confiança (dados não mostrados), 

não representando a maior parte da proteína. Nenhum domínio foi identificado pela sequência 

de aminoácidos.  

De acordo com o alinhamento das sequências com o Clustal Omega, a proteína de T. 

brucei possui 59,21 % de identidade com a ortóloga de T. cruzi (TcCLB.510953.40) (Figura 

4.16) e ambos os genes estão classificados no grupo OG5_150634 de ortologia. 
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Tb927.1.2750         MESGKNAHRLNRIFRKPKTMVAPRAWRPAADGEGERQQPFSGVSLQRINAMISELSEEER 

TcCLB.509005.60      MDSKKNAHRLSRIFRKPKVMVAPRSWREE----GGENTLHSGVPLSLLNAMVHELTDDDK 

                     *:* ******.*******.*****:**      * .:  .*** *. :***: **::::: 

 

Tb927.1.2750         TRALAQQDPPTVVQEELAKRAARFGLTIERADAGNNEKTASSEITPEVQAVFQRRMERFG 

TcCLB.509005.60      TRVAAQQDPPSVLQEELAKRAARFGLAVGGHNGNGGDAAAGD-------DSMRKRMERFG 

                     **. ******:*:*************::   :....: :*..         :::****** 

 

Tb927.1.2750         Q----------------------------SAAEEAMQKRVARFGNAATSAEGPGVELKLS 

TcCLB.509005.60      TTDPPPLPVLVVDEATLKSREARFKSEEEKKMDEAMQKRLARFGAAP-----AVVELKLS 

                                                  .  :******:**** *        ****** 

 

Tb927.1.2750         EADREAMQRRQSRFGG- 

TcCLB.509005.60      EADREAMARRESRFASC 

                     ******* **:***..  

 

Figura 4.16 - Alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas de T. brucei 

(Tb927.1.2750) e de T. cruzi (TcCLB.509005.60).  

 

Ao analisar a conservação da proteína codificada pelo gene Tb927.6.1470 (a terceira 

mais abundante no complexo que contém TbSub2), denominada de FOP, observa-se que a 

proteína está presente na família Trypanosomatidae e em Bodo saltans (ordem Kinetoplastida, 

família Bodonidae), com baixa cobertura entre as sequências homólogas de algumas espécies, 

incluindo algumas espécies de Leishmania, como a Leishmania major strain Friedlin (32% de 

cobertura e e-value 2e-11 com LmjF30_0090), e Trypanosoma cruzi CL Brener (44% de 

cobertura e e-value 2e-31 com TcCLB.509033.80). Apesar disto, os genes de T. cruzi e T. 

brucei pertencem ao mesmo grupo de ortólogos (OG5_148845) e as proteínas apresentam 59,30 

% de identidade. Além disso, a proteína de T. brucei apresenta o domínio FOP (Friend of 

PRMT1) (Figura 4.17A), segundo a busca por domínios utilizando hmmerscan, como 

identificado para a proteína de T. cruzi (INOUE, 2015). A proteína FOP de mamíferos possui 

uma região rica em arginina e glicina (GAR) na região central da proteína com 26 repetições 

RG/GR e dois domínios UBM (Uap56 binding motif ) na extremidade C-terminal (CHANG et 

al., 2013; VAN DIJK et al., 2010). As proteínas de T. cruzi e T. brucei apresentam algumas 

diferenças. A proteína de T. cruzi possui os dois domínios UBM típico (LDXXLD) e os 

aminoácidos RG/GR distribuídos pela proteína, com enriquecimento na extremidade C-

terminal, dentro do domínio FOP. A proteína de T. brucei apresenta um domínio UBM típico e 

uma sequência semelhante (LDXXLL) e menos sequências RG/GR do que a proteína de T. 

cruzi, sendo que apenas 3 repetições estão conservadas nas duas espécies, considerando toda a 

proteína (Figura 4.17B). A sequência de aminoácido não prediz uma estrutura confiável com a 

ferramenta Phyre2. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5653&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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A 

B 

Tb927.6.1470         MRRDDFDRRRLRDLYDRNVRRVRALAEARDQRRSDREDDLPAPRRYLVSERRTRLEGFGY 

TcCLB.509033.80      MRRGDFERRRLRDLYERNVRRVRALADARDGRRSGRDDDIAAPRRYVVSERRTRLEGFGR 

                     ***.**:********:**********:*** ***.*:**: *****:************  

 

Tb927.6.1470         GDRQVRRSRRSRDGERSRRFSDRRLFRRSAADRFARDEDIERQLRRERRERLLRLERLER 

TcCLB.509033.80      GGYQVQRSRRFGRDPRIRRFSDRGVYRRGALDRFEREEDFERKLRRERFR---------- 

                     *. **:****   . * ****** ::**.* *** *:**:**:***** .           

 

Tb927.6.1470         LERLERRDRLRERLPLRGGVAMGRLRRRLVEGRRRRLQRE----------NDRQRPQQQP 

TcCLB.509033.80      -----------ERRLNEGGLRFGRLRLRRSERRELRQLRELRELRELRALRSAQRNQGNG 

                                **   .**: :**** *  * *. *  **          .. ** * :  

 

Tb927.6.1470         -QRRKLDDELLQRTNRSSRGGNNSAHNKKEGARRSGPMTREGLDEQLDRFRGAA 

TcCLB.509033.80      DRRGKLDKE-LDRYRKDQRGGRRGGGG--RGRGAPNSVTKEGLDAELDRFRGGN 

                      :* ***.* *:* .:..***.... .  .*    . :*:**** :******.  

 

Figura 4.17 - Análise da proteína Tb927.6.1470. (A) Domínio FOP na extremidade C-

terminal da proteína, localizado do aminoácido 180 a 223, com e-value 5,6 x 10-8, segundo a 

busca com hmmerscan. (B) Alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas de T. 

brucei (Tb927.6.1470) e de T. cruzi (TcCLB.509033.80). Domínio FOP destacado em cinza. 

Repetições RG destacados em negrito e sublinhado. Possívies motivos UBM (Uap56 binding 

motif) destacado em itálico e sublinhado.  

 

A proteína codificada pelo gene Tb927.7.2240 (a quarta mais abundante no complexo 

que contém TbSub2) possui similaridade com proteínas presentes apenas em parasitas da ordem 

Kinetoplastida. A proteína apresenta dois domínios API5 (apoptosis inhibitory protein 5), do 

aminoácido 97 a 293 e 343 a 542 (Figura 4.18A), e por isso será denominada de TbAPI5. A 

proteína ortóloga de T. cruzi, TcAPI5 (TcCLB.511807.280), foi identificada associada a 

TcSub2 (INOUE, 2015). Diferentemente da proteína de T. cruzi, que apresenta três domínios 

API5, TbAPI contém apenas dois domínios. As duas proteínas estão classificadas no grupo de 

ortólogos OG5_151625 e possuem 56,67% de identidade (Figura 4.18A). A estrutura da 

proteína API5 de T. brucei foi predita baseada nas proteínas inibidora da apoptose 5 e 

symplekin. A estrutura predita possui 90 % de confiança, utilizando 81 % dos resíduos da 

proteína, apenas as extremidades possuem baixa confiança (Figura 4.18B e C).  

A 

Tb927.7.2240          MPVKKKVATAKNDEKED-LTTSPVMAAETTPTASSPTMQHLDTPQGTTSASELYAVLQAA 

TcCLB.511807.280      MAPKKKNASAAAAAKEETEECAPAEVTTT----TPPTSPQTESLPSACNAVELYATLQAA 
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                      *  *** *:*    **:    :*. .: *    : **  : ::  .: .* ****.**** 

 

Tb927.7.2240          VAEDPAKVNDFAEEIAQTFVEAEKAETPLLLRVRMLEFFAKYGQHMRDGNALKKVVTSLV 

TcCLB.511807.280      VSEDPVKLNDFVRELLQALSDAECPDAPLLVRVRTLEFISKYGQHVRDGNALKKIVTSLV 

                      *:***.*:***..*: *:: :**  ::***:*** ***::*****:********:***** 

 

Tb927.7.2240          KILSGPDNTQQLLVAAVQGIAALGPVSMLDKKWEYLSREGADVLMQVMIDENGFAEPVRS 

TcCLB.511807.280      KILSGSEDTPQLLVAAVQGLSSLGPVSVLDKKWEYLSREGADVLMQVMLDEEGFAESVRQ 

                      ***** ::* *********:::*****:********************:**:**** **. 

 

Tb927.7.2240          AASKALDTLVSTAFRPVVTKLLHWLSDDREAEEEDQLQKERRTAMARLRKVAQTASFRPQ 

TcCLB.511807.280      AASKALDSLIQTAFRPVVTKLLHWISDNRETEDEDQLKKERRMALTRLRKLAHTPSLQCQ 

                      *******:*:.*************:**:**:*:****:**** *::****:*:* *:: * 

 

Tb927.7.2240          WTEEIQEHVLALIIRVLSAVTITEFAQLARIAASLPSVEEKKGLPLLTAFLASTKLNTDR 

TcCLB.511807.280      WTEEVQEHVLSLIVRVLPTVTVQEFVQLTSIAASLPIVRAEAGVPFLKAFLAQNAINTDR 

                      ****:*****:**:*** :**: **.**: ****** *. : *:*:*.****.. :**** 

 

Tb927.7.2240          ALESLSLVAQHVGAVAYDLTPMLDEAGLLSAPVDGTTVRGMWHAKLLLLAARSATPENTD 

TcCLB.511807.280      VLESLSIIGEHIGATPYDIVPVLEDAGLLTTPVEKNTARGMWHAKVLLLAARLATPDNID 

                      .*****::.:*:**. **:.*:*::****::**: .*.*******:****** ***:* * 

 

Tb927.7.2240          TLYKTLLEHVMNLIGDGNTLPEYLTTLEALLLALTSVGQKKPLDFVKQLKDKQFTAKCRN 

TcCLB.511807.280      KLYNAVLEQLAHVMHDGSALPENMTTLEVLLFAVMAAGQKKPVEMLKYLNDDAFVAKCMG 

                      .**:::**:: ::: **.:*** :****.**:*: :.*****::::* *:*. *.*** . 

 

Tb927.7.2240          MLAAVEKVEPLLIYAVKRLVQKSSAGAKEAEMLGSCHNLRIILSSFSSSHIPMGAITESW 

TcCLB.511807.280      LAELVAQMEPLLIYAVKKRMQKSSAGQKDAEVIGCCHNVRVILSAFSAKHMPTGTLTESW 

                      :   * ::*********: :****** *:**::*.***:*:***:**:.*:* *::**** 

 

Tb97.7.2240          AHKHKLPVLRQGREGLLPSAK----GGRSGY-DAQLPAVNKRPRTESNYRP---QSNRGS 

TcCLB.511807.280      LHKNKLPSVKHARDPAATAKATETTAGIAGAAAGQLGVLPPPPGTEEHAKKRSRGQESGY 

                       **:*** :::.*:    :      .* :*   .** .:   * **.: :     .: *  

 

Tb927.7.2240          SRDLQGRSRGWKY------------- 

TcCLB.511807.280      NKNVNRNKGGWNGNGRYKRARRGGVY 

                      .:::: .. **:               

 

Figura 4.18 - Análise de conservação e da estrutura da proteína TbAPI5. (A) Alinhamento 

da sequência de aminoácidos das proteínas API5 de T. brucei (Tb927.7.2240) e T. cruzi 

(TcCLB.511807.280). Os domínios API5 estão destacados em cinza na sequência da proteína 

de T. brucei. (B e C) Modelagem molecular da proteína Tb927.7.2240, obtida com o software 

Phyre2, modo intensivo. Em B está representada a estrutura com o espectro Rainbow da 

extremidade N-teminal (azul) para C-teminal (vermelho) e em C está representada a estrutura 

com o grau de confiança utilizando o espectro Rainbow do maior grau de confiança (vermelho) 

para o menor (azul).  

 

No caso da proteína codificada pelo gene Tb927.4.3060 (a quinta mais abundante no 

complexo que contém TbSub2), nenhum domínio foi anotado ou identificado e até o momento 

nenhum trabalho foi publicado quanto a sua função. Por isso, a proteína foi denominada de Hip 
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(hipotética) neste trabalho. A análise de similaridade permitiu verificar que existem proteínas 

ortólogas em algumas espécies de Trypanosoma (T. cruzi, T. congolense e T. vivax) com mais 

de 97% de cobertura entre as sequências.  Em todas as espécies, a proteína está anotada como 

hipotética. As proteínas ortólogas de T. brucei e de T. cruzi (TcCLB.506265.130) possuem 

51,70% de identidade (Figura 4.19A) e pertencem ao mesmo grupo de ortologia OG5_162295. 

A proteína ortóloga de T. cruzi também foi identificada no complexo de TcSub2 (INOUE, 

2015). 

A busca por homologia de sequência, utilizando o BlastP que está associado a 

ferramenta NCBI Conserved Domain Search, também identificou o domínio da superfamília 

eIF3 zeta e o domínio putativo metiltransferase (PRK10864) (Figura 4.19B), porém a 

ferramenta de busca hmmerscan não identificou nenhum domínio. A sequência de aminoácido 

não prediz uma estrutura confiável com a ferramenta Phyre2. 

A 
  Tb927.4.3060          MEIIDRPLSEIIKEQNIAQSLRRNRRGGKGNQQRRPRGGARGAVTGGNRGVSRPRRGLGR 

TcCLB.506265.130      MEIIDRPLSELIKEQKIGESLRKKRRGHGGQQNTRNGGRGTSRNGRGNRATGRGSRGTAG 

                      **********:****:*.:***::***  *:*: *  * . .    ***...*  ** .  

 

Tb927.4.3060          DRFREVDRRRLLSRRPDGPFRRFRPSYGR-----VLERRRNAVDYGDVRSRRSVKSTDYL 

TcCLB.506265.130      NDQGRRYRRPLRFRSNGGRFRRLGLDFDDRRGFNSRFWRRNALDLGDDRRDRSVKSTATQ 

                      :   .  ** *  *  .* ***:  .:.          ****:* ** *  ******    

 

Tb927.4.3060          RERRLSGSERNERLRYQRRREELSRVRSRFSRD 

TcCLB.506265.130      R-RRKAAFERNERVRELRRREALSRARSRFSRD 

                      * ** :. *****:*  **** ***.******* 

B 

 

Figura 4.19 - Análise de conservação e da estrutura da proteína TbHip. (A) Alinhamento 

das sequências de aminoácidos das proteínas hipotéticas de T. brucei (Tb927.4.3060) e T. cruzi 

(TcCLB. 506265.130). Domínio da superfamília eIF3 zeta destacado em cinza e o domínio 

putativo metiltransferase (PRK10864) sublinhado na sequência da proteína TbHip. (B) 

Domínio da superfamília eIF3 zeta e domínio putativo metiltransferase (PRK10864), 

identificados com a ferramenta BlastP associado a ferramenta NCBI Conserved Domain 

Search.  

 

Além dessas proteínas citadas acima, as análises de proteômica também identificaram 

proteínas que estão associadas a complexos de processamento por splicing, mas que não 

existem dados sobre a atividade no processamento do pré-mRNA. Estas proteínas seriam as 

seguintes: Tb927.10.14550/ATP-dependent RNA helicase HEL67, Tb927.9.12510/ATP-

dependent DEAD/H RNA helicase, putativa, Tb927.10.3990/DHH1 e 

Tb927.4.2040/Alba3/Alba4.  
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A proteína DHH1 pertence à família DEAD box helicase e está localizada em grânulos 

citoplasmáticos de degradação de RNAm, chamados de P-bodies, em T. cruzi (HOLETZ et al., 

2007) e T. brucei (KRAMER et al., 2008). As proteínas ALBA são caracterizadas pelo domínio 

ALBA, que liga a ácidos nucleícos. As proteínas ALBA3 e ALBA4 de T. brucei estão presentes 

no citoplasma do parasita. Após o estresse nutricional, as proteínas formam grânulos 

citoplasmáticos que colocalizam com a proteína DHH1 e parcialmente com RNA poli(A+) 

(SUBOTA et al., 2011). 

A proteína HEL45 é uma RNA helicase associada ao metabolismo do RNAm e migra 

entre o núcleo o citoplasma, dependente do receptor Mex67 da via de exportação. Hel45 está 

localizada próximo ao complexo do poro nuclear, do lado citoplasmático, e associada a periferia 

de cromatina eletrodensa no núcleo (INOUE et al., 2014).  Hel45 pode interagir com proteínas 

de EJC (Mago e, possivelmente, Y14), um receptor NTF2-like e formar complexo com Sub2 e 

FOP. Esta interação, corrobora a potencial função de Hel45 na via de exportação de mRNA, 

recrutamento do receptor Mex67 que pode mediar a passagem do mRNP pelo complexo do 

poro nuclear (CPN) (INOUE, 2015). 

A helicase HEL67 (Tb927.10.14550) possui o domínio DEAD/H box, helicase, sítio de 

ligação a ATP e Mg2+, sítio de ligação a nucleotídeos e pertence a superfamília II DNA e RNA 

helicase (SrmB) e hidrolase de nucleosídeo trifosfato (P-loop containing Nucleoside 

Triphosphate Hydrolase) (Figura 4.20A). A estrutura terciária da RNA helicase HEL67 foi 

predita, com 65% da sequência e 100 % de confiança, com a RNA helicase DDX3X ATP 

dependente (Figura 4.20B). A helicase HEL67 de T. brucei possui 67% de identidade com a 

proteína ortóloga de T. cruzi, sendo que a extremidade N-terminal da proteína de T. brucei é 

maior (Figura 4.20C). 
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C 

Tb927.10.14550        MLTVCPLSFFTRALLVCFKSLTRLSPPCAPILPLTKKKRYLKMHGMNFGQGGH-QQFNPN 

TcCLB.506213.120      -----------------------------------------MHFNTSYGQKDVPPPFTPQ 

                                                                 .. .:** .    *.*: 

 

Tb927.10.14550        ANPWAR-APAFGEAGHQVGYNNYGGYQQRPREGFDGPS-----------------RGRGE 

TcCLB.506213.120      -FQWGGRPGAFGNGSPQSAY---NSYQPRAGGGFDGGHFRGGRGRGGGGYSRGGGFGQEN 

                         *.    ***:.. * .*   ..** *   ****                    *: : 

 

Tb927.10.14550        FIRRNVPYQGETSGHGYHREEPADEDIFKDHTPGINFDQHGEVNMTITPNDIAPVLSFSE 

TcCLB.506213.120      GFNRPLQYQGESPSHAYHREEKPEEEIFKEHTPGINFDQYEAIKVHISPNDIPPMESFAS 

                       :.* : ****: .*.*****  :*:***:*********:  ::: *:**** *: **:. 

 

Tb927.10.14550        MNMVPVLLENVKRCGYTKPTPVQSLGIPTALNHRDLMACAQTGSGKTASYLIPAINEILL 

TcCLB.506213.120      MNTPLALKENVARCRYQKPTPVQKYGIPVVLCGHDLMACAQTGSGKTAAYLIPLVSSILS 

                      **   .* *** ** * ******. ***..*  :**************:**** :..**  

 

Tb927.10.14550        NISNRPPYSPGSHSSPQALILAPTRELSLQIYGEARKFTYHTPVRCVVVYGGADPRHQVH 

TcCLB.506213.120      NATP-NHQGQGSRSSPAALVMAPTRELSIQIHEEGRKFTYRTGIRCVVVYGGADPRHQVH 

                      * :     . **:*** **::*******:**: *.*****:* :**************** 

 

Tb927.10.14550        ELSRGCKLLVATPGRLMDMFSRGYVRFSEIRFLILDEADRMLDMGFEPQIRMIVQGPDSD 

TcCLB.506213.120      ELSRGCGLLVATPGRLWDVFTRGYVTFSSIRFMVLDEADRMLDMGFEPQIRMIVQGQESD 

                      ****** ********* *:*:**** **.***::********************** :** 

 

Tb927.10.14550        MPRAGQRQTLLYSATFPVEIQRLAREFMCRHSFLQVGRVGSTTENITQDVRWIEDPDKRQ 

TcCLB.506213.120      MPPPGQRQTLLYSATFPTEIQQLAREFLHRHYFLQVGRVGSTTENITQDVRWVEDNDKRE 

                      **  *************.***:*****: ** ********************:** ***: 

 

Tb927.10.14550        ALLTLLRENEGKLVLVFVEKKRDADYLERFLRNSELACVSIHGDRVQREREEALRLFKSG 

TcCLB.506213.120      HLLRLLHENQNQLILVFVEKKRDADYLERFLRNNRVACASIHGDRVQREREEALKMFKSA 

                       ** **:**:.:*:*******************..:**.***************::***. 

 

Tb927.10.14550        ACQVLVATDVASRGLDIPNVGVVIQYDMPSNIDDYVHRIGRTGRAGKVGVAISFFNEKNR 

TcCLB.506213.120      SCQVLVATDVASRGLDIPDVSIVIQYDMPSNIDDYVHRIGRTGRAGKVGRAISFFNEKNR 

                      :*****************:*.:*************************** ********** 

 

Tb927.10.14550        NIVDDLIPLLNETNQVISPEVRALAKRPNNNNNNNNRGGGGGGYRGFGRGGNSGGFGMGG 

TcCLB.506213.120      NIVDDLVPLLNETHQNVLQQIMDLTKRPNVNNG--RGGNAGGGFRGFHGGGFFGGSGFRG 

                      ******:******:* :  ::  *:**** **.  . *..***:***  **  ** *: * 

 

Tb927.10.14550        GRGGGGGG---GGYRGGRGGNS-GGFGMSNVFGRGGNSGGFGMGGGRGGG-GGGGGGGFG 

TcCLB.506213.120      SRGGYRGGNNRGGYGGGYGGGYGGGYGD--GFGYGSGYGANMGGGGRGGGSRGYGGSSTG 
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                      .***  **   *** ** **.  **:*    ** *.. *.   *******  * **.. * 

 

Tb927.10.14550        SGGFGASGGNMRGMFGGGGGGPTM 

TcCLB.506213.120      GGAFGGPTGNVRSMFADGLNS--- 

                      .*.**.  **:*.**..* ..  

 

Figura 4.20 - Análise da estrutura e da conservação da proteína RNA helicase HEL67 

dependente de ATP. (A) Domínios e superfamília da proteína identificados pela ferramenta 

BlastP. (B) Modelagem molecular da RNA helicase HEL67. (C) Alinhamento da sequência de 

aminoácidos das proteínas de T. brucei (Tb927.10.14550) e de T. cruzi (TcCLB.506213.120). 

 

A descrição da proteína Tb927.9.12510, no banco de dados TriTrypDB, reflete as 

características da proteína encontradas pelo BlastP e hmmer: DEAD/H box helicase, sítio de 

ligação a ATP e Mg2+, sítio de ligação a nucleotídeos e pertence a superfamília II DNA e RNA 

helicase (SrmB) (Figura 4.21A). A estrutura desta RNA helicase foi predita baseada na RNA 

helicase prp5, helicase relacionada com o processamento de pré-RNAm dependente de ATP, 

com 100 % de confiança e 53 % de cobertura da sequência (Figura 4.21B). A proteína de T. 

brucei possui 71,53% de identidade com a proteína de T. cruzi (Figura 4.21C). 

C 

Tb927.9.12510        MSLSRTENNGTTSDTPAREFNNNERNAPVNNGGA-GRGGRWAFRG--------------- 

TcCLB.510661.90      MSFPQTEKNGITSESPAREFNTNEHGDLLNSAGEPWRGGRFQERGRGRGRGRGRGRYEGD 

                     **: :**:** **::******.**:.  :*..*   ****:  **                

 

Tb927.9.12510        -DFRSDEGGERKGK---PWGRFP----QGDGERGNRGYGGGYRGR--------------- 

TcCLB.510661.90      GEWRRSDNDRERGNERFSWRRGSGDAGGGGDYEGEEGYGGGWPRGGRSGYNNNYNRRGGG 

                      ::* .:....:*:    * *       *.. .*:.*****:                   

 

Tb927.9.12510        ----------------------------------------------GGRG-RGGGGGGGF 

TcCLB.510661.90      GRGSRQYGPGARKEQWSNWRQGDPKRDAGDDYSEPHRGGGDNYDVEGGRGGRGRGRGGRF 
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                                                                   **** ** * ** * 

 

Tb927.9.12510        REGSFGFENRAQQQPPREGLMNDQAP----QEERQPTEESEPVQRGRFDVDFYDRPRRRG 

TcCLB.510661.90      ADDDRELEERAQRRS--QGATDDTDQQEPAQQSEGQQQQQPPAQYGRFDVDSYERPRGRG 

                      :..  :*:***::   :*  :*       *:..   ::. *.* ****** *:*** ** 

 

Tb927.9.12510        RGRQYGGRGDNDGERGFFGGDNNERQPQKQRQQNPKPFGQQQQLEPQQEDEQEAVASPQQ 

TcCLB.510661.90      RDRPYRGRGG------YFREVEEERQQQPQ----PQPQPQE------------------- 

                     *.* * ***.      :*   ::*** * *    *:*  *:                    

 

Tb927.9.12510        QYNQQQRQPERRPDTAPTMDPISTNPNRTQRAPRFRKNCRDEREIEKLFESHHQQKGISL 

TcCLB.510661.90      ----------QQQRPRVSEDPISTNPSRTQRAPHLRKNCHDEREIEQLFEHHHQQKGISL 

                               ::     : *******.******::****:******:*** ********* 

 

Tb927.9.12510        ENYASIPVDIVPRDIDAVESFEDLFVEPALALNIAKCGYKEPTPVQRYGIPVCLNGNDLM 

TcCLB.510661.90      DNYANIPVDIIPNNVEPVESFEDLYVEPALALNVAKCGYKQPTPVQRYGIPVCLNGDDLM 

                     :***.*****:*.::: *******:********:******:***************:*** 

 

Tb927.9.12510        ACAQTGSGKTAAFLVPVVHYILKNGVSPAKDRISHPIAVIMAPTRELALQIYDEVRKLTF 

TcCLB.510661.90      ACAQTGSGKTAAFLVPVVHYILKHGVSPARERVSYPIAVIMAPTRELALQIYDEVRKLTF 

                     ***********************:*****::*:*:************************* 

 

Tb927.9.12510        RTDIFYDVVYGGTPYPTRFENDILVACPGRLKDIFDRNIVSFSCVKFLILDEADRMLEMG 

TcCLB.510661.90      RTDIFYDVVYGGTPYPTRFENDILVACPGRLKDIFDRGIVSFSRVKFLVLDEADRMLEMG 

                     *************************************.***** ****:*********** 

 

Tb927.9.12510        FEEQIEYLVASRYSDMPSSEERQTLMFSATFPQRILNLAKRYLRPKYYLLTVGRVGSTTK 

TcCLB.510661.90      FEEQIEYLVASRYTDMPQTTERQTLMFSATFPQRILNLAKRYLRQHYYLLTVGRVGSTTK 

                     *************:***.: ************************ :************** 

 

Tb927.9.12510        NITQKLERVPEAEKKDKLFDIIYKQKQTDLVLIFVETKRSAEQLHSALKSSGIPSTTIHG 

TcCLB.510661.90      NITQKIVRVQESEKMDKLFEVIYQQKQTDLVLIFVETKRAAEELHYALKSEGIPSATIHG 

                     *****: ** *:** ****::**:***************:**:** ****.****:**** 

 

Tb927.9.12510        DRRQSDREIALKDFKSGITPILVATDVASRGLDIPNVAHVIQYDLPKEMDDYTHRIGRTG 

TcCLB.510661.90      DRRQFDRERALRDFKDGITPILVATDVASRGLDVPNVAHVIQYDLPKEMDDYTHRIGRTG 

                     **** *** **:***.*****************:************************** 

 

Tb927.9.12510        RAGNKGVATSFYDRNNRNLAVELYHYLREHEQEVPMWLENEKDAVEGERFVGGTRGGN-- 

TcCLB.510661.90      RAGNKGTATSFYNKNNRNLTVDLYNYLKEHEQDIPLWFEEEKENVEGERFLGMSRGRGGG 

                     ******.*****::*****:*:**:**:****::*:*:*:**: ******:* :** .   

 

Tb927.9.12510        --------RRGGGESRAAAPLGNSTWGEAATGRGGRQGGQQQQERKESNVDDGGF 

TcCLB.510661.90      GIGGRRGGGGGGDNYRAAPTLSNSTWGESAPSRGRARGVGR--PQNNSNVDDGGF 

                               **.: ***  *.******:* .**  :*  :   :::******** 

 

Figura 4.21 - Análise da estrutura e da conservação da proteína RNA helicase DEAD/H 

ATP dependente, putativa. (A) Domínios e superfamília da proteína identificados pela 

ferramenta BlastP associado a ferramenta NCBI Conserved Domain Search. (B) Modelagem 

molecular da RNA helicase. (C) Alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas 

de T. brucei (Tb927.9.12510) e de T. cruzi (TcCLB.510661.90). 

 

A proteína codificada pelo gene Tb927.9.13990, chamada de DRBD2, pois possui dois 

domínios RRM (RNA recognition motif) de ligação ao RNA e um domínio de repetição Q (Q-

repeat) (DE GAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005). A estrutura da proteína DRBD2 

(Figura 4.22A) foi modelada baseada no fator de splicing associado a U4/U6 snRNA prp24. A 
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estrutura corresponde a 90% dos resíduos com 100% de confiança. A sequência da DRBD2 de 

T. brucei possui 72,10% de identidade com a proteína ortóloga de T. cruzi (Figura 4.22B).  

B 

Tb927.9.13990        MQGGNMFDEHSSASCPQRDPEDGDRRQNHGNILFVGNIPFQTPWQHVKDHFRSAGKVRYT 

TcCLB.508413.50      -----MMDDQSSTSGGPQEGRDADHRQNHGNVLFVGNLPFQTPWQHVKDHFRKAGKVRYT 

                          *:*::**:*   :: .*.*:******:*****:**************.******* 

 

Tb927.9.13990        DLIADKTGRPKGSALVTMATREDALQAIRMFDETDFEGRRLIVRLFDDGPRPQLVQREMM 

TcCLB.508413.50      DLIADRMGRPKGSALVTMVTAEGAQRAIRMYNETDFEGRRLIVRLFDDGPRPPIVQRGMM 

                     *****: ***********.* *.* :****::******************** :*** ** 

 

Tb927.9.13990        PPYVRQGQLQQPQHHQQQHHPPHQQQQQQQQQQQQQQHQQRMRGFGNANANMTSYNNSAG 

TcCLB.508413.50      PQYDRQTQQQQPQ-----------------------QQSQRFRGYTGASSGGSNYNN-TT 

                     * * ** * ****                       *:.**:**: .*.:. :.*** :  

 

Tb927.9.13990        NFGRGGGYVNRGGYALPDDGNSGVFNDVNEVVPKPRSKQMNEVGRKLFVSNLPFDCTSVA 

TcCLB.508413.50      NFGRRADYMGRGGYTMEEDLNATSLNDMGDSVPKPRSQQVNEFGRKLFVSNLPFDCTSSA 

                     **** ..*:.****:: :* *:  :**:.: ******:*:**.*************** * 

 

Tb927.9.13990        LRETFQQVGEVERAEIIMGRNGKSRGMGIVVMKTEEETRVAIEEFDGIEMANRAMNVRLD 

TcCLB.508413.50      LRETFQQVGNVERAEVILGRNGKSRGMGIVVMRTEKETRLAIEEFDGIEMANRAMSVRLD 

                     *********:*****:*:**************:**:***:***************.**** 

 

Tb927.9.13990        NKSTS 

TcCLB.508413.50      NKTTA 

                     **:*: 

 

Figura 4.22 - Análise da estrutura e da conservação da proteína DRBD2. (A) Modelagem 

molecular da proteína. (B) Alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas de T. brucei 

(Tb927.9.13990) e de T. cruzi (TcCLB.508413.50). 

 

4.2.3 Ensaios de Imunoprecipitação Confirmam a Interação de Sub2 com Algumas Proteínas 

Identificadas por Proteômica 

 

A partir destes dados, a proteína TbHip (Tb927.4.3060) foi escolhida para realizar a co-

imunoprecipitação e confirmar a interação com Sub2, dando mais credibilidade aos dados 

obtidos por proteômica. A proteína TbHip foi escolhida por ser uma proteína abundante no 

complexo e ainda não estava sendo estuda pelo nosso grupo de pesquisa. 
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Além das proteínas identificadas pelas análises de proteômica, selecionamos a proteína 

U2AF35 (Tb927.10.3200), que está funcionalmente relacionada com o trans splicing em 

tripanossomatídeos (VAZQUEZ et al., 2009), para avaliar também a interação de Sub2 com a 

maquinaria de processamento. Neste caso, foi obtida a linhagem expressando U2AF35 

fusionadas a GFP.  

Um dado interessante obtido pelo nosso grupo foi a presença de proteínas ortólogas a 

fatores do EJC (Exon Junction Complex) de mamíferos no complexo de Sub2 de T. cruzi 

(INOUE, 2015). Considerando a sobreposição das proteínas identificadas entre os complexos 

de Sub2 de T. cruzi e T. brucei, decidimos avaliar se Sub2 também estaria associada a fatores 

de EJC. Neste caso, decidimos realizar a imunoprecipitação da proteína Mago (Tb927.6.4950). 

 

4.2.3.1 Construção de ferramentas para o ensaio de co-imunoprecipitação e localização 

celular das proteínas selecionadas 

 

4.2.3.1.1 Expressão e purificação dos nanobodies  

 

A estratégia escolhida para os ensaios de imunoprecipitação foi purificação de proteínas 

fusionadas a GFP por cromatografia de afinidade. Neste caso, os nanobodies anti-GFP tem 

mostrado alta afinidade pela GFP (FRIDY et al., 2014). Nanobodies são domínios proteicos 

recombinantes com afinidade a antígenos. Os domínios são derivados da região variável de 

imunoglobulinas da família dos camelídeos e são compostas por homodímeros de cadeia pesada 

(MUYLDERMANS, 2013). Em 2014, Fridy et al. produziram os nanobodies que reconhecem 

a proteína GFP e selecionaram as moléculas com alta afinidade e os chamaram de LaG (Llama 

antibody against GFP). Posteriormente, selecionaram LaGs que reconhecem porções diferentes 

da GFP e as fusionaram para obter dímeros. O dímero LaG16-LaG2 (LAg16-G4S-2) é o que 

possui maior afinidade (kd = 0.036 nM) para a proteína GFP e foi utilizado neste trabalho. 

Portanto, uma das etapas foi a produção e purificação destes nanobodies. Os nanobodies 

foram expressos na bactéria Arctic Express (DE3) e a fração periplasmática foi isolada por 

choque osmótico (FRIDY et al., 2014). Posteriormente, optamos por purificar os nanobodies 

por cromatografia de afinidade utilizando a resina HisTrap FF – 1 mL acoplada ao 

cromatógrafo, assim, a eluição foi realizada utilizando um gradiente linear crescente de 

imidazol (25 a 250 mM) e pode-se monitorar a absorbância das amostras (280nm). As frações 

obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE e os nanobodies foram eluídos com 
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110 mM de imidazol, aproximadamente (Apêndice C). Os nanobodies do periplasma foram 

purificados de forma eficiente nas condições descritas. 

Em paralelo, os nanobodies solúveis do citoplasma da bactéria também foram 

purificados por cromatografia de afinidade, porém utilizando a resina HisTrap HP - 5 mL. Esta 

condição possui mais proteínas contaminantes no início do processo e a cromatografia 

enriqueceu os nanobodies, mas não purificou de forma eficiente (dados não mostrados). 

Provavelmente, a quantidade de extrato utilizado foi inferior a quantidade necessária para 

saturar a coluna cromatográfica, portanto, outras proteínas ligaram a coluna de forma 

inespecífica e foram eluídas nas mesmas condições que os nanobodies. Considerando estes 

resultados, somente os nanobodies purificados da fração periplasmática foram utilizados nos 

outros ensaios.  

 Os nanobodies foram conjugadas ao fluoróforo Alexa Fluor 488 5-SDP Ester para 

verificar se poderiam ser utilizados em ensaios de microscopia e para avaliar a especificidade. 

Com isto, foi possível verificar que os nanobies são específicos para a GFP e que não 

reconhecem as proteínas de T. brucei inespecificamente (Apêndice D). Portanto, os nanobodies 

foram utilizados em ensaios de imunoprecipitação e de microscopia de imunofluorescência. 

 

4.3.3.1.2 Localização celular das proteínas selecionadas  

 

A estratégia escolhida foi obter linhagens de T. brucei expressando proteínas fusionadas 

a etiquetas, que poderiam ser utilizadas nos ensaios de imunoprecipitação e localização celular. 

As etiquetas GFP e 3xHA foram escolhidas devido a disponibilidade dos nanonabodies anti-

GFP e anticorpos comerciais anti-HA específicos para o epítopo HA. Portanto, os genes dos 

parasitas foram modificados utilizando a técnica descritas por Oberholzer et al. (2006), 

utilizando os vetores pMOTAG, para adição da etiqueta GFP ou 3xHA às proteínas. Segundo 

esta metodologia, são necessários oligonucleotídeos que contenham as sequências para 

direcionar a integração das etiquetas no locus do gene. Estes oligonucleotídeos também contêm 

as sequências para anelar nos vetores pMOTAG e, portanto, são utilizados para amplificar a 

etiqueta e o gene de resistência dos vetores por PCR. Este produto de PCR é transfectado em 

T. brucei e os parasitas são selecionados com o antibiótico de resistência, de acordo com o vetor 

utilizado. Os parasitas geneticamente modificados foram denominados de TbHip-HA, 

TbMago-HA e TbU2AF35-GFP. 
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4.3.3.1.2.1 TbHip-HA 

 

A proteína Hip possui 17,7 kDa e foi fusionada a etiqueta 3xHA, que contém 3 epítopos 

da hemagutinina A (HA), acrescentando 3,4 kDa à proteína. Após a transfecção e seleção, três 

clones foram analisados por Western blotting (Figura 4.23A) e microscopia de 

imunofluorescência indireta (Figura 4.23B). Os três clones expressam a proteína fusionada a 

HA e a proteína apresenta marcação nuclear. O clone TbHip-HA #2 apresentou maior número 

de parasitas com marcação no ensaio de microscopia e será utilizado nos ensaios de 

imunoprecipitação. Na Figura 4.23B, também se observa que a proteína Hip colocaliza com a 

proteína Sub2 e com o DNA nuclear do parasita. 

 

Figura 4.23 – A proteína Hip-HA é nuclear. (A) Expressão da proteína Hip-HA analisada 

por Western blotting, comparada com T. brucei selvagem (WT). (B) Localização nuclear da 

proteína Hip-HA e Sub2 em TbHip-HA #2. DNA: a marcação do material genético foi realizada 

com DAPI.  

 

As imagens sugerem localização semelhante para as proteínas TbHip e Sub2, o que 

sugere co-localização nuclear das proteínas. As imagens de microscopia foram utilizadas para 

avaliar a localização das proteínas durante o ciclo celular, a co-localização durante o ciclo 

celular poderia ser um indicativo da interação entre as proteínas. As fases do ciclo celular 

podem ser definidas pelo número, tamanho e forma do núcleo e cinetoplasto (AKIYOSHI; 
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GULL, 2013; WOODWARD; GULL, 1990). Portanto, estes parâmetros foram utilizados para 

a seleção das células nas diferentes fases do ciclo e analisamos a co-localização das proteínas 

Hip-HA e Sub2. A Figura 4.24 mostra que as proteínas co-localizam independentemente do 

estado do DNA durante o ciclo celular, indicando que as proteínas provavelmente interagem. 

Assim, a próxima etapa foi avaliar a interação por ensaio de co-imunoprecipitação.  

 

 

Figura 4.24 – Localização da proteína Sub2 e Hip fusionada a 3xHA nas fases do ciclo 

celular. DNA: a marcação do material genético foi realizada com DAPI. HYP2: Hip-3xHA. 

Merge: sobreposição das imagens. Fases do ciclo celular baseado no DNA nuclear: G1, Sn, G2, 

mitose (M) e citocinese (C). Fases da divisão do cinetoplasto: G1, Sk, G2, D (divisão do 

cinetoplasto), A (período antes da divisão da célula, célula com dois cinetoplasto). 
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4.3.3.1.2.2 TbU2AF35-GFP 

 

A proteína U2AF35 foi fusionada a etiqueta GFP. Após a transfecção e seleção, dois 

clones foram analisados por citometria de fluxo (Figura 4.25A). Apenas a linhagem 

TbU2AF35-GFP #2 expressa a proteína fusionada a GFP e a proteína possui localização nuclear 

(Figura 4.25B), como descrito para a proteína endógena e para U2AF35 fusionada a etiqueta 

TAP (VAZQUEZ et al., 2009).  

 

Figura 4.25 - Localização da proteína U2AF35 fusionada a GFP. (A) Expressão da proteína 

U2AF35-GFP por citometria de fluxo, comparado com T. brucei selvagem (TbWT) (B) 

Localização nuclear da proteína U2AF35-GFP da população TbU2AF35-GFP #2. DNA: a 

marcação do material genético foi realizada com DAPI. DIC: contraste por interferência 

diferencial.  

 

4.2.3.2 Ensaios de imunoprecipitação 

 

Ensaios de imunoprecipitação e detecção por Western blotting foram realizados para 

confirmar se as proteínas identificadas por espectrometria de massas interagem com o complexo 
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de Sub2. Para isto, as imunoprecipitações foram realizados nas mesmas condições da 

imunoprecipitação de Sub2-PTP-N. 

Primeiramente, utilizando uma alíquota de duas amostras da imunoprecipitação de 

TbSub2-PTP-N analisadas por espectrometria de massas, avaliamos se as proteínas API5 e 

DHH1 poderiam ser detectadas por Western blotting, (Figura 4.26). A Tabela 4.3 indica que 

API5 é uma das proteínas mais abundante no complexo proteico, enquanto que DHH1 está 

menos representada na amostra.  

Pelos resultados, observa-se que as proteínas API5 e DHH1 estão presentes no extrato 

dos parasitas selvagem e TbSub2-PTP-N, porém, somente API5 foi detectada por Western 

blotting nas amostras Sub2-PTP-N imunoprecipitada. A proteína API5 possui a massa predita 

de 59,66 kDa e a proteína Sub2 fusionada ao PTP tem 67, 22 kDa (49,22 + 18 kDa), como as 

proteínas possuem massa molecular próxima, migraram de forma semelhante no gel SDS-

PAGE 13% (Figura 4.26 - sobreposição). A etiqueta PTP contém dois domínios de ligação a 

imunoglobulina G (IgG) da proteína A, que possui alta afinidade pela fração cristalizável de 

IgG, independentemente da especificidade do anticorpo conferida pela fração de ligação ao 

antígeno (Fab). Portanto, para confirmar a presença de API5 no complexo proteico, avaliamos 

se API5 co-imunoprecipita com Hip-HA (Figura 4.27), que será descrito a seguir. 

 Outras duas proteínas, Hip e Mago, foram imunoprecipitadas e avaliamos, por Western 

blotting, se Sub2 e API5 co-imunoprecipitam com estas proteínas. A proteína Hip também está 

altamente representada no complexo de Sub2 de T. cruzi e de T. brucei. Entretanto a proteína 

Mago foi identificada somente no complexo de Sub2 de T.cruzi (INOUE, 2015), segundo os 

dados de proteômica. Para realizar os ensaios, extrato dos parasitas TbHip-HA e TbMago-HA 

foram utilizados no ensaio de imunoprecipitação com a resina anti-HA e, como controle 

negativo, foi utilizado extrato de parasitas selvagens. A incubação do extrato com a resina foi 

realizada sem ou com a adição de RNAse A, para verificar se a interação entre as proteínas 

depende de RNA. 
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Figura 4.26 – Análise de interação de Sub2 com proteínas API5 e DHH1 por 

imunoprecipitação seguida de Western bloting. As imunoprecipitações foram realizadas com 

com extratos da proteína Sub2 de T. brucei fusionada à etiqueta PTP na extremidade N terminal 

(Sub2) preparado com tampão citrato. O extrato foi incubado com a resina Dynabeads epoxy 

M270 (Invitrogen) ligada ao anticorpo anti-proteína A. Extrato de parasitas T. brucei selvagens 

(WT) foi utilizado como controle negativo. Após a imunoprecipitação, uma alíquota do flow 

through (FT), correspondente a 2 x 106 células, e o material imunoprecipitado (IP) foram 

analisados por Western blotting com os anticorpos primários anti-Proteína A (1:40000, coelho), 

anti-API5 (1:500, camundongo) e anti-DHH1 (1:500, camundongo) e com os anticorpos 

secundários anti-IgG de coelho produzido em cabra conjugado a Alexa Fluor 700 (1:10000) e 

anti-IgG de camundongo produzido em cabro conjugado a IRDye 800 (1:15000). O Western 

blotting foi revelado utilizando o Odyssey Imaging Systems (LI-COR).  

 

Os resultados mostram que as proteínas fusionadas a Hip-HA (21,2 kDa) e Mago-HA 

(22,7 kDa) foram imunoprecipitadas e detectadas no Western blotting, porém a proteína Sub2 

(49,22 kDa) e API5 (59,66 kDa) foram detectadas somente na imunoprecipitação da proteína 

Hip, sem a adição de RNAse A. A proteína DHH1(46,47 kDa) não foi detectada em nenhuma 

imunoprecipitação (Figura 4.27). Assim, confirmamos que as proteínas Sub2, API5 e Hip 

pertencem ao mesmo complexo proteico e que a interação é dependente de RNA. 

As proteínas API5, DHH1 e Hip-HA não foram detectadas no flow through da 

imunoprecipitação de TbHip-HA sem RNAse A, provavelmente, devido à pouca quantidade de 

proteína analisada neste gel, como visualizado na membrana corada com Ponceau (Apêndice 

F). 
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Figura 4.27 – Imunoprecipitações das proteínas Hip e Mago de T. brucei fusionadas à 

etiqueta HA na extremidade C terminal. As imunoprecipitações foram realizadas com a 

resina anti-HA (Sigma). O extrato proteico foi preparado com tampão citrato. Extrato de T. 

brucei selvagem (TbWT) e TbHip-HA(TbHip-HA) e TbMago-HA foram utilizados, sendo que 

TbWT foi utilizado como controle negativo. O ensaio foi realizado sem (-) ou com (+) a adição 

de RNAse A. Após a imunoprecipitação, uma alíquota do flow through (FT), correspondente a 

2 x 106 células, e o material imunoprecipitado (IP) foram analisados por Western blotting com 

os anticorpos primários anti-HA (1:250, coelho), anti-Sub2 (1:600, coelho), anti-API5 (1:500, 

camundongo) e anti-DHH1 (1:500, camundongo) e com os anticorpos secundários anti-IgG de 

coelho produzido em cabra conjugado a Alexa Fluor 700 (1:10000) e anti-IgG de camundongo 

produzido em cabro conjugado a IRDye 800 (1:15000). O Western blotting foi revelado 

utilizando o Odyssey Imaging Systems (LI-COR). 

 

A proteína U2AF35 não foi identificada na análise de proteômica, porém é um fator que 

participa do trans splicing em tripanossomas (VAZQUEZ et al., 2009). No processamento por 

cis splicing, U2AF35, U2AF65 e SF1/BBP interagem e reconhecem as sequências do pré-

RNAm que direcionam o cis splicing. Em seguida, UAP56 (ortóloga a Sub2) favorece a troca 

de SF1 pela U2 snRNP dando continuidade ao processamento (WAHL; WILL; LÜHRMANN, 

2009). Por isso, decidimos avaliar se Sub2 interage com um desses fatores de T. brucei e tentar 

indicar uma etapa que Sub2 poderia agir no trans splicing.   

Para esta análise, U2AF35 foi fusionada a etiqueta GFP na porção C terminal, como 

descrito anteriormente, e extrato dos parasitas TbU2AF35-GFP foram utilizados nos ensaios de 

imunoprecipitação e a presença de Sub2 foi analisada por Western blotting. Como controle 

negativo, foi utilizado extrato de parasitas selvagens. A proteína U2AF35-GFP 

imunoprecipitou nestas condições e Sub2 também foi detectada na amostra da proteína 

imunoprecipitada (Figura 4.28). 
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Figura 4.28 – Imunoprecipitação das proteínas U2AF35 de T. brucei fusionadas à etiqueta 

GFP na extremidade C terminal. As imunoprecipitações foram realizadas com a resina 

Dynabeads epoxy M270 (Invitrogen) ligada aos nanobodies anti-GFP. O extrato proteico foi 

preparado com tampão citrato. Extrato de parasitas TbU2AF35-GFP (U2), foram utilizados 

para imunoprecipitação. Extrato de T. brucei selvagem (WT) foi utilizado como controle 

negativo. Após a imunoprecipitação, uma alíquota do flow through (FT) e o material 

imunoprecipitado (IP) foram analisados por Western blotting com os anticorpos primários anti-

GFP (1:500, camundongo) e anti-Sub2 (1:600, coelho) e com os anticorpos secundários 

IRDye800CW Goat anti-Mouse IgG (LI-COR, representado em verde) e Goat anti-Rabbit IgG, 

Alexa Fluor 700 (Invitrogen, representado em vermelho), respectivamente. O Western blotting 

foi revelado utilizando o Odyssey Imaging Systems (LI-COR). M: marcador molecular 

PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (ThermoFisher Scientific).  
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5 DISCUSSÃO 

 

A proteína Sub2 pertence à família das proteínas DEAD box helicases. Proteínas desta 

família dissociam as interações RNA-RNA ou proteína-RNA, remodelando complexos 

ribonucleoproteicos e estão relacionadas com vários processos do metabolismo do RNA, como 

transcrição, processamento do pré-RNAm, biogênese do ribossomo, transporte núcleo-

citoplasma, decaimento do RNA e expressão gênica em organelas (CORDIN et al., 2006; 

LINDER, 2006).  

Dados anteriores do nosso grupo, demonstraram que a proteína Sub2 é essencial para a 

exportação do RNAm em tripanossomatídeos, pois o silenciamento de Sub2 acumula RNAm 

no núcleo e diminui a taxa de tradução (SERPELONI et al., 2011b). Além disso, observamos 

que o silenciamento de Sub2 causa o acúmulo do splice leader RNA (SL RNA) e diminui a 

estrutura em Y, subproduto do trans splicing (HIRAIWA, 2012), indicando a participação da 

proteína também no processamento do pré-RNAm por trans splicing nestes organismos.  

A proteína ortóloga de mamíferos, UAP56, é um fator de splicing essencial que interage 

com U2AF65 e recruta o complexo U2 snRNP. UAP56 também separa o complexo U4/U6 

RNP durante o processamento do pré-RNAm por cis splicing. UAP56 também é um fator de 

exportação de RNAm, interagindo com a proteína Aly do complexo TREX da via de exportação 

(FLECKNER et al., 1997; SHEN, 2009; SHEN et al., 2008). O complexo TREX interage com 

o RNAm que foi processado por splicing e que contém o cap, acoplando o processamento e a 

exportação do RNAm (CHENG et al., 2006; MASUDA et al., 2005). 

Com base nestas informações e visando investigar a atuação de Sub2 no metabolismo 

de RNA em tripanossomas, decidimos avaliar se o acúmulo do SL RNA, após o silenciamento 

de Sub2 em T. brucei, poderia ser decorrente da inibição da transcrição de RNA policistrônicos 

e, consequentemente, do trans splicing. Portanto, avaliou-se a taxa de transcrição, após o 

silenciamento de Sub2.  

Em tripanossomas, o ensaio de transcrição in vitro em células permeabilizadas ainda é 

realizado de forma laboriosa e com nucleotídeo radioativo (ABUIN et al., 1999; CLAYTON et 

al., 1990; GENTIL et al., 2009; GUNZL et al., 2003; ULLU; TSCHUDI, 1990). 

Resumidamente, os parasitas são lavados para remover o meio de cultura, permeabilizados e 

incubados com o tampão de transcrição, que mantém a atividade da RNA polimerase II e 

contém os nucleotídeos necessários para a síntese de RNA (ATP, CTP, GTP e UTP radioativo) 

(ULLU; TSCHUDI, 1990). Após o processo de transcrição, o RNA dos parasitas é extraído e 
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hibridizado com as sondas de DNA depositadas em membranas (slot blot), previamente 

preparadas.  Após 48 horas, as membranas são lavadas e expostas a filmes de raio X por 

diferentes períodos. Os filmes são revelados e as autoradiografias podem ser quantificadas por 

densitomentria, usando softwares de análise de imagens. A intensidade do sinal corresponde a 

quantidade de RNA nascente. Portanto, o método é limitado para quantificar de forma precisa 

o nível de transcrição.  

Este ensaio contribuiu para identificar mecanismos de regulação da expressão de genes 

em tripanossomatídeos. O ensaio de transcrição in vitro demonstrou que a RNA polimerase I 

de T. brucei transcreve, além do RNA ribossomal, duas famílias de genes codificadores de 

proteínas: a família de glicoproteínas variantes de superfície (GUNZL et al., 2003) e a família 

das prociclinas (CLAYTON et al., 1990). Em T. cruzi, a técnica contribuiu para identificar que 

mecanismos de regulação pós-transcricional são importantes para regular a expressão gênica 

durante os diferentes estágios do ciclo de vida, como descrito para de GP82 (GENTIL et al., 

2009), amastina, trans-sialidade e GP85 (ABUIN et al., 1999). Por exemplo, a taxa de 

transcrição do RNAm de GP82 é semelhante nas formas epimastigota e tripomastigota 

metacíclica de T. cruzi, porém o RNAm está presente na forma tripomastigota metacíclica 

(GENTIL et al., 2009).  

A metodologia de transcrição in vitro com material radioativo é um método que requer 

alto número de células com as desvantagens associadas aos isótopos, como licenças, toxicidade, 

custo, decaimento do material e resíduos gerados. Outra desvantagem é a baixa reprodutividade 

do método quando a taxa de expressão do gene é baixa, como relatado para o modelo celular 

Hepa lcle7 (hepatoma de fígado de camundongo) (ELFERINK; REINERS, 1996). Também 

percebemos esta dificuldade ao realizar o ensaio de transcrição in vitro em T. brucei com UTP 

radioativo. Por isto, buscamos estabelecer um método para marcar o RNA nascente baseado em 

fluorescência e que pudesse ser quantificado com ferramentas mais robustas e precisas.  

O primeiro passo foi buscar métodos descritos na literatura para estabelecer um 

protocolo para tripanossomatídeos. No caso de células de mamíferos, já foram descritos ensaios 

para a marcação de RNA nascente baseado em fluorescência. Para isto, o nucleotídeo BrUrd 

(5-bromo uridine) é adicionado ao meio de cultura e o nucleotídeo é incorporado ao RNA 

nascente. Em seguida, a célula é fixada e incubada com o anticorpo anti-bromodeoxiuridina 

(BrdUrd) e analizada por citometria de fluxo (JENSEN et al., 1993; JENSEN; LARSEN; 

LARSEN, 1993; LARSEN; JENSEN; LARSEN, 2001). (JENSEN et al., 1993; JENSEN; 

LARSEN; LARSEN, 1993). De forma semelhante, o kit Click-iT RNA Imaging (ThermoFisher 
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Scientific) indica adicionar o nucleosídeo modificado 5-etinil uridine (EU) ao meio de cultura 

e o EU é incorporado ao RNA nascente. Após a fixação e permeabilização da célula, o EU é 

detectado por uma reação química seletiva, chamada click reaction, o RNA modificado é 

marcado com um fluoróforo e pode ser analisado por microscópio de fluorescência ou confocal. 

O kit é indicado para células de mamífero e o RNA nascente é detectado no núcleo, com 

intensas marcações nos nucléolos (JAO; SALIC, 2008). O nucléolo é o local de transcrição de 

RNA ribossomal e representa a atividade da RNA polimerase I (PAULE; WHITE, 2000). 

Com base nos métodos descritos acima, os primeiros testes em T.brucei foram 

realizados adicionando diferentes concentrações de EU (0.5, 1.0, 2.0 ou 5.0 mM EU por 2, 4 

ou 8 horas) no meio de cultura SDM-79 suplementado com 10% SBF (dados não mostrados).  

Após esta etapa, foi realizada a click reaction, como descrito no manual do kit Click-iT RNA 

Imaging (ThermoFisher Scientific) e as amostras foram analisadas por citometria de fluxo, 

porém o RNA nascente não foi detectado em nenhuma das condições marcadas. 

Em tripanossomatídeos, também já foram publicados trabalhos que avaliam a taxa de 

transcrição com material não radioativo. Nestes casos, o RNA nascente é marcado com um 

análogo de UTP, não radioativo, e analisado por microscopia (DOSSIN; SCHENKMAN, 2005; 

NAVARRO; GULL, 2001; POMBO et al., 1999; SMITH et al., 2009), que permite explorar a 

estrutura celular e a localização do RNA nascente. Entretanto, a microscopia apresenta 

limitações para quantificar a intensidade do sinal ou determinar a porcentagem do evento de 

interesse, que é baseado em poucas células. Devido a estas limitações e ao tempo de análise, 

geralmente são exploradas poucas informações quantitativas das imagens de microscopia.  

Smith et al. (2009) analisaram a intensidade da transcrição (fluorescência) de alguns parasitas 

T. brucei (50 células por amostra). Por outro lado, Dossin e Schenkman (2005) observaram que 

70% dos parasitas T. cruzi possuíam marcação positiva para núcleo e para Br-UTP, porém os 

autores não informam o número de células analisadas e o critérios utilizados para analisar as 

imagens.  

Portanto, apesar de alguns trabalhos analisarem a transcrição sem material radioativo 

em tripanossomatídeos, nenhuma metodologia permite uma análise quantitativa. A citometria 

de fluxo e sistema de imagem de alta performance são técnicas apropriadas para ensaios 

quantitativos e com reprodutibilidade e novas abordagens estão sendo descritas para 

quantificação precisa e acurada de parasitas (MIRANDA et al., 2015; MOON et al., 2014).  

Por isso, devido à falta de um método para quantificar o RNA nascente em 

tripanossomatídeos baseado em fluorescência, adaptamos o protocolo de transcrição in vitro 
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em tripanossomatídeos, descrito por Ullu e Tschudi (1990), para análise por citometria de fluxo 

ou por sistema de imagem de alta performance (high-content imaging system). O protocolo 

descrito por Ullu e Tschudi (1990) foi utilizado como referência pois mantém a atividade da 

RNA polimerase II e o processamento por trans splicing, com pouca atividade da RNA 

polimerase I. 

A primeira adaptação foi reduzir a quantidade de material utilizado no ensaio. O número 

de parasitas foi reduzido para 1 x 107 por reação. O menor número de células permite realizar 

o ensaio com parasitas de culturas com baixa densidade, o que pode ocorrer após modificações 

genéticas ou tratamentos com drogas. Como a citometria de fluxo e sistema de imagem de alta 

performance permitem a análise quantitativa com menor número de células que a análise 

tradicional, verificamos que 1 x 107 parasitas são suficientes para realizar o ensaio de 

transcrição in vitro e analisar por estas duas técnicas. 

O protocolo descrito por Ullu e Tchudi permeabiliza os parasitas com 500 µg/mL de 

LPC, no gelo, por 1 minuto. Devido a redução do número de parasitas, diferentes concentrações 

de LPC (100 a 1000 µg/mL), por 1 ou 2 minutos, foram testadas para avaliar qual seria a melhor 

concentração para permeabilizar os parasitas e realizar a transcrição in vitro. A quantificação 

foi realizada por citometria de fluxo e a concentração de 250µg/mL de LPC, no gelo por 

exatamente 2 minutos, foi considera a condição ótima para o ensaio de transcrição in vitro em 

pequena escala (poucas células e pequeno volume de reação). Esta análise indica que a 

permeabilização é uma etapa crítica da metodologia e indicamos que seja realizada como 

descrito neste trabalho.  

Outra modificação foi substituir o isótopo de UTP por 5-bromouridina trifosfato (Br-

UTP) para marcar o RNA nascente, estabelecer as condições para detectar o Br-UTP com 

anticorpos e manter as células em suspensão com poucos agregados celulares para analisar por 

citometria de fluxo. Para isto, foram testados os detergentes tritron x-100, tweeen 20, NP-40 e 

saponina e este apresentou melhores resultados: mantém a célula em suspensão, com poucos 

agregados celulares e é compatível com a detecção antígeno-anticorpo. Por isso, a saponina foi 

utilizada no tampão C para permeabilizar, bloquear e incubar os anticorpos. 

Com o método de transcrição in vitro e com a quantificação por fluorescência 

padronizados, a metodologia foi utilizada para quantificar a frequência de parasitas, em fase 

exponencial de crescimento, que apresentam atividade transcricional ativa (amostra chamada 

de “Run-on”). A quantificação foi realizada por citometria de fluxo e sistema de imagem de alta 

performance utilizando as mesmas amostras nos dois sistemas. Os dados de citometria de fluxo 
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foram obtidos com 3 experimentos independentes e os dados do sistema de imagem de alta 

performance foram obtidos com 2 experimentos, o terceiro experimento foi excluído devido ao 

baixo número de dados adquiridos. Esta limitação poderia ser superada aumentando o número 

de campos para a leitura no sistema de imagem de alta performance. Em ambas análises, o 

controle sem nucleotídeos (Controle_sem nucleotídeos) de cada experimento foi utilizado para 

estabelecer o que corresponderia ao ruído da metodologia. Para quantificar a porcentagem de 

célula com RNA nascente, os debris e grumos celulares foram excluídos da análise. As médias 

dos experimentos analisados nos dois sistemas, indicam que aproximadamente 70%, dos 

parasitas possuem atividade transcricional.  

Para verificar a especificidade da marcação, ou seja, se nenhum reagente ou condição 

poderiam causar um resultado falso positivo, foram realizados 4 controles: controle_sem 

anticorpo, que passou pelo processo de transcrição in vitro, mas não foi incubado com os 

anticorpos; controle_anticorpo secundário, que foi incubado somente com o anticorpo 

secundário após a reação de transcrição; contole_UTP, que foi incubado com o UTP, em vez 

de Br-UTP, durante o processo de transcrição; controle_sem nucleotídeos, que passou pelo 

processo de transcrição in vitro, porém sem adição dos nucleotídeos no tampão de transcrição. 

Os resultados, obtidos por citometria de fluxo e sistema de imagem de alta performance 

mostram que as amostras controles apresentam baixa intensidade do sinal de fluorescência e/ou 

baixa frequência de células com atividade transcricional, indicando que o Br-UTP incorporado 

ao RNA nascente é detectado de forma específica na amostra Run-on e os baixos sinais nas 

amostras controles correspondem ao ruído da técnica.  

Para confirmar que o protocolo está otimizado para a atividade da RNA polimerase II 

e, consequentemente, transcrição dos RNA policistrônicos, os parasitas foram tratados com α-

amanitina (amostra controle_alfa-amanitina). Em tripanossomatídeos, a α-amanitina inibe as 

RNA polimerases de forma seletiva. A RNA polimerase II é mais sensível ao tratamento com 

α-amanitina, enquanto que a RNA polimerase III apresenta nível intermediário de resistência e 

a RNA polimerase I é resistente (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; LAIRD et al., 

1985). Nos experimentos, os parasitas foram tratados com 75 µg/mL α-amanitina, por 4 

minutos, antes da transcrição in vitro, pois esta concentração inibe a atividade da RNA 

polimerase II (LAIRD et al., 1985). Os dados mostram que a porcentagem de parasitas com 

atividade transcricional reduziu para 15.47 % ± 4.20 e 12,37 ± 1.216 (média ± desvio padrão) 

nas análises por citometria de fluxo e sistema de imagem de alta performance, respectivamente, 
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indicando que o ensaio de transcrição in vitro está otimizado para a transcrição de RNAm, 

corroborando os resultados anteriores (ULLU; TSCHUDI, 1990).  

Além da informação quantitativa, as imagens adquiridas pelo sistema de imagem de alta 

performance permitem visualizar que o RNA nascente está localizado em todo o núcleo celular. 

O tratamento com α-amanitina, com concentração que inibe a RNA polimerase II, diminui o 

sinal do RNA nascente significativamente e os outros controles (controle_sem anticorpo, 

controle_anticorpo secundário, contole_UTP, controle_sem nucleotídeos) apresentam pouco 

ruído. Estas imagens confirmam que o ensaio detecta o RNA nascente de forma específica e a 

distribuição do RNA nascente por todo o núcleo também indica atividade da RNA polimerase 

II, pois se a metodologia favorecesse a transcrição de RNAr pela RNA polimerase I, os RNA 

seriam detectados na região do nucléolo (NAVARRO; GULL, 2001; PAULE; WHITE, 2000). 

Durante a padronização da metodologia foi utilizado o corante DAPI para marcar o 

DNA. O corante foi adicionado para selecionar os parasitas íntegros, eliminando os debris dos 

dados de citometria de fluxo. Porém, observamos que o sinal do DAPI era semelhante ao perfil 

de ciclo celular e poderia ser utilizado para quantificar o DNA de T. brucei fixado por citometria 

de fluxo. A quantificação do DNA normalmente é utilizada em células eucarióticas para 

determinar as fases do ciclo celular, detectar ploidias do DNA ou presença de células 

apoptóticas (DARZYNKIEWICZ, 2010). Métodos de quantificação de DNA requerem a 

utilização de corantes fluorescentes que se ligam de forma estequiométrica ao DNA, para que 

o sinal de fluorescência seja proporcional a quantidade de DNA (DARZYNKIEWICZ, 2010; 

NUNEZ, 2001).  

Uma característica dos tripanossomatídeos é a presença de duas organelas com DNA, o 

cinetoplasto e o núcleo. O cinetoplasto é uma estrutura que contém o DNA mitocondrial e 

corresponde a 30% do DNA celular e o núcleo contém o DNA nuclear do parasita (DE SOUZA; 

ATTIAS; RODRIGUES, 2009). Estas duas organelas possuem afinidade diferentes aos 

corantes de DNA. Corantes que se ligam ao sulco menor do DNA (como o DAPI) tem 

preferência para o DNA do cinetoplasto (kDNA), enquanto que corantes que intercalam no 

DNA (como o iodeto de propídeo) tem maior afinidade ao DNA nuclear (WHEELER; GULL; 

GLUENZ, 2012). Provavelmente, devido a afinidade ao DNA nuclear, muitos trabalhos que 

analisam o ciclo celular de tripanossomatídeos utilizam métodos que se baseiam na coloração 

com iodeto de propídeo (CARDOSO et al., 2008; DE MELO ALVES PAIVA et al., 2011; 

GALE; CARTER; PARSONS, 1994; HAMMARTON et al., 2003; KUMAR; WANG, 2005; 

LI; UMEYAMA; WANG, 2009; MENNA-BARRETO et al., 2007; MUTOMBA et al., 1997) 
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ou Sytox Green (GRAEFE et al., 2002). Recentemente, os corantes supravitais Vibrant Dye 

Cycke Violet (KABANI; WATERFALL; MATTHEWS, 2010; TRINDADE et al., 2016) e 

DyeCycle Orange (BUCERIUS et al., 2011; SIEGEL; HEKSTRA; CROSS, 2008) também têm 

sido utilizados.  

Apesar de a coloração do DNA com DAPI para analisar o ciclo celular por citometria 

ainda não ter sido descrita em tripanossomatídeos, percebemos que, após a reação de transcrição 

in vitro e fixação dos parasitas, a adição do DAPI e RNAse A, permitia quantificar o DNA 

nuclear e analisar o ciclo celular. Para comparar os dados com o corante tradicionalmente 

utilizado para quantificação do DNA, os parasitas foram submetidos ao protocolo de transcrição 

in vitro e corados com iodeto de propídeo. Os histogramas obtidos da coloração do DNA com 

DAPI e iodeto de propídeo são semelhantes e mostram que a intensidade de fluorescência das 

células na fase G2/M do ciclo celular é o dobro da intensidade das células na fase G0/G1, como 

esperado dos métodos de quantificação de DNA (DARZYNKIEWICZ, 2010). Além disso, a 

variação da intensidade de fluorescência das células na fase G0/G1, representada pelo 

coeficiente de variação (CV) do valor médio da intensidade de fluorescência desta população 

celular, é semelhante nos dois protocolos de coloração de DNA. O CV das células na fase 

G0/G1 representa a acurácia da quantificação do DNA e quanto menor o valor de CV, maior a 

acurácia do método, porém não há um consenso do valor máximo do CV (DARZYNKIEWICZ, 

2010). 

Os resultados confirmam que a análise do ciclo celular com DAPI é semelhante a análise 

com iodeto de propídeo. Considerando que os tripanossomas possuem duas organelas com 

DNA e que a acurácia da coloração com DAPI é semelhante da coloração com iodeto de 

propídeo, consideramos que o DAPI pode ser utilizado para determinar o ciclo celular por 

citometria de fluxo nas condições estabelecidas neste trabalho.  

Portanto, foi possível estabelecer uma metodologia para avaliar o RNAm nascente e 

ciclo celular simultaneamente na mesma célula em tripanossomas. Com base nos dados obtidos, 

observa-se que as células consideradas transcricionalmente ativas estão distribuídas nas três 

fases (G0/G1, S, G2/M) do ciclo celular. Enquanto que as células sem atividade transcricional 

estão, principalmente, na fase G0/G1. Apesar desta correlação, não foram analisados outros 

fatores para avaliar por que somente uma fração de células em G0/G1 estão sem atividade 

transcricional, portanto, são necessários outros estudos para investigar esta correlação.  

Os resultados demonstram que foi possível estabelecer as condições para quantificar o 

RNA nascente transcrito pela RNA polimerase II e para analisar o ciclo celular de células 
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fixadas simultaneamente. A metodologia descrita permitiu quantificar a taxa de transcrição de 

forma mais rápida e precisa do que o protocolo clássico com nucleotídeo radioativo. Os 

resultados dos ensaios de transcrição in vitro analisados tanto por citometria de fluxo quanto 

por sistema de imagem de alta performance são semelhantes, portanto, ambas as ferramentas 

de análises quantitativas podem ser utilizadas. A metodologia também poderá ser adaptada para 

ser analisada em outros equipamentos com sistema de detecção e quantificação de 

fluorescência. A análise simultânea do ciclo celular foi realizada somente por citometria de 

fluxo, mas os sistemas de imagens de alta performance são capazes de quantificar a marcação 

do DNA nuclear e determinar o perfil do ciclo celular, o que também poderia ser padronizado 

para tripanossomatídeos.  

Acreditamos que a metodologia é apropriada para estudos que buscam compreender a 

biogênese de RNAm, os mecanismos de transcrição pela RNA polimerase II, a regulação da 

expressão gênica nas diferentes fases do ciclo celular e os mecanismos de progressão e controle 

do ciclo celular em tripanossomatídeos. O método também poderá ser utilizado para a triagem 

e descoberta de inibidores da transcrição e do ciclo celular, como novos candidatos a drogas 

para o tratamento de doenças causadas por tripanossomatídeos.  

Após a padronização do método, utilizamos esta abordagem para avaliar se a proteína 

Sub2 está relacionada com o processo de transcrição, pois o silenciamento da proteína causa o 

acúmulo do SL RNA metilado (HIRAIWA, 2012) e decidimos avaliar se o acúmulo do SL 

RNA poderia ser decorrente da inibição da transcrição do pré-RNAm. O acúmulo do SL RNA 

e do RNAm no núcleo é detectado a partir de 36 e 48 horas, respectivamente, de indução do 

silenciamento de Sub2 (HIRAIWA, 2012; SERPELONI et al., 2011b). Por isto, o silenciamento 

da proteína Sub2 foi induzido por RNAi em T. brucei e, após 48 horas, a quantidade de Sub2 e 

a taxa de transcrição foram avaliadas por citometria de fluxo e por sistema de imagem de alta 

performance.  

Após a indução do silenciamento de Sub2, observa-se que a quantidade de proteína Sub2 

é menor nestes parastias do que em parasitas controle, sem a indução do RNAi. Nestas 

condições, a taxa de transcrição sofreu pouca alteração, ou seja, a depleção da proteína Sub2 

causa a redução de 20%, aproximadamente, de parasitas com atividade transcricional (53,33 ± 

11,80 e 61,39 ± 8,65, média e desvio padrão dos dados analisados por citometria de fluxo e 

sistema de imagem de alta performance, respectivamente), comparado com os parasitas sem a 

depleção da proteína (74,67 ± 2,38 e 75,42 ± 6,03). Esta redução foi semelhante a observada 

para os parasitas tratados com sinefungina (67,50 ± 1,41 e 68,08 ± 6,38), droga que inibe o 
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trans splicing (MCNALLY; AGABIAN, 1992) e diferente do tratamento como α-amanitina 

(13,80 ± 2,54 e 15,05 ± 8,36), droga que inibe a atividade da RNA polimerase II. Portanto, o 

efeito na taxa de transcrição causado pela depleção da proteína Sub2 é mais semelhante ao 

efeito causado pelo tratamento com sinefungina do que com α-amanitina.  

Como a depleção da proteína Sub2 não bloqueia a transcrição, o acúmulo do SL RNA 

e redução da estrutura em Y devem ser decorrentes da inibição do início do trans splicing. O 

mesmo fenótipo, acúmulo de SL RNA e redução da estrutura em Y, também foi observado após 

a depleção de componentes do spliceossomo ou de proteínas associadas ao trans splicing [SF1, 

U2AF35 (VAZQUEZ et al., 2009), SSm4 (JAE et al., 2010), proteínas Sm  (MANDELBOIM 

et al., 2003; TKACZ et al., 2007), LSm (LUZ AMBROSIO et al., 2009; TKACZ et al., 2008), 

U5-15K (SILVA et al., 2011), U5-Cwc21(LUZ AMBROSIO et al., 2009), Prp31 (LIANG et 

al., 2006), SPF27/complexo PRP19 (AMBRÓSIO; BADJATIA; GÜNZL, 2015), CYC12 

(BADJATIA et al., 2016), TSR1 e TSR1IP (GUPTA et al., 2014)]. 

Sub2 pode agir no processamento sem interferir na taxa de transcrição, pois o 

processamento do pré-RNAm por trans splicing não depende da interação com a maquinaria 

de transcrição (STEWART et al., 2010). Além disso, as análises de ultra-estrutura em T. cruzi 

mostram que Sub2 está presente, principalmente, em regiões de cromatina mais frouxa com 

tendência de associação na periferia da cromatina mais densa, que são regiões típicas de 

processamento de mRNA (SERPELONI et al., 2011b).  

Como a proteína UAP56, ortóloga de mamíferos, foi descrita como um fator essencial 

para o cis splicing do pré-RNAm (FLECKNER et al., 1997) e interage com componentes da 

maquinaria de splicing (FLECKNER et al., 1997; SHEN, 2009; SHEN et al., 2008), decidimos 

avaliar se Sub2 de tripanossomatídeos estaria associada com proteínas do core do spliceossomo, 

formando pelas proteínas Sm/LSm e os U snRNAs (GUNZL, 2010). Incialmente comparamos 

o perfil de sedimentação das proteínas após o fracionamento de extrato proteico por 

cromatografia de exclusão de tamanho. Para isto, extrato de T. brucei, expressando a proteína 

do core do spliceossomo SmD1 fusionada a etiqueta PTP (HIRAIWA, 2012; LUZ AMBROSIO 

et al., 2009), foi preparado com tampão citrato, fracionado por cromatografia de exclusão e 

analisado por Western blotting. Nestas condições, os resultados obtidos mostram que os 

complexos que contêm as proteínas Sub2 e SmD1 migram de forma diferente, devido a 

diferente massa molecular dos complexos. Este dado indica que Sub2 não pertence ao core do 

spliceossomo, chamados de core snRNP, em T. brucei. Além dos cores snRNP, os complexos 

contêm proteínas especificadas de cada snRNP, formando os U snRNPs, e outras proteínas 
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adaptadoras ou reguladoras relacionadas com o splicing (GUNZL, 2010). Poranto, Sub2 deve 

ser uma proteína adaptadora ou reguladora do trans spling, como descrito para a proteína 

ortóloga no cis splicing (SHEN, 2009).  

Para tentar compreender a relação de Sub2 com o trans splicing e com a via de 

exportação de RNAm em T. brucei, buscamos identificar quais proteínas estão associadas à 

Sub2. Inicialmente, a estabilidade do complexo que contém Sub2 foi avaliada por cromatografia 

de exclusão de tamanho e análise por Western blotting com parasitas expressando a proteína 

Sub2 fusionada a etiqueta GFP ou PTP, na extremidade C-terminal. Diferentes tampões e 

condições de lise foram testadas e alguns testes foram realizados com cross linking por 

formaldeído. Os resultados indicavam que a proteína permanecia em complexo em algumas 

condições. Portanto, tentamos enriquecer o complexo proteico de Sub2 por imunoprecipitação, 

com previa separação por cromatografia ou não, e analisamos por gel SDS-PAGE corado com 

prata ou espectrometria de massas. Em algumas condições, era evidente a presença de Sub2 no 

gel SDS-PAGE corado com prata, comparado com a amostra controle, porém não era possível 

identificar o enriquecimento de outras proteínas. Mesmo assim, algumas amostras foram 

analisadas por proteômica e, nos dados em que Sub2 era a mais representada, identificou-se 

poucas proteínas ou proteínas sem funções relacionadas, indicando que o complexo não estava 

estável nas condições testadas e que as proteínas identificadas devem ter permanecido nas 

amostras devido a interações inespecíficas.   

A adição de etiquetas às proteínas pode gerar alterações conformacionais e funcionais. 

A proteína Sub2 pertence à família DEAD box helicase, portanto possui os 9 motivos 

característicos da família, incluindo os motivos funcionais ATPase e de ligação RNA 

(BITTENCOURT, 2015), distribuídos por toda a proteína e se enovela em dois domínios 

estruturais (SERPELONI et al., 2011b). Como não foi possível enriquecer o complexo de Sub2 

por imuoprecipitação utilizando as etiquetas (GFP ou PTP) na região C-terminal de Sub2, 

acredita-se que as modificações na porção C-terminal alteraram as interações de Sub2 com 

outras proteínas. As etiquetas também podem ter modificado a distribuição e interação entres 

os motivos de Sub2, pois a distribuição e interação de todos os motivos contribuem para a 

atividade e para conformação das proteínas DEAD (CORDIN et al., 2006; LINDER, 2006). 

Como não foi possível identificar o complexo por imunoprecipitação com as etiquetas 

na extremidade C-terminal, a etiqueta PTP foi adicionada à extremidade N-terminal da proteína 

Sub2, obtendo a linhagem TbSub2-PTP-N. Extratos destes parasitas foram preparados com 

diferentes tampões e utilizados para imunoprecipitação. As amostras foram analisadas por gel 
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SDS-PAGE corado com prata e foi possível detectar o enriquecimento de Sub2-PTP e a 

presença de algumas proteínas apenas na amostra de Sub2-PTP-N, em relação ao controle 

(extrato de parasita selvagem). O melhor resultado foi obtido no ensaio realizado com tampão 

citrato. O mesmo tampão permitiu a identificação de proteínas do complexo proteico de Sub2 

de T. cruzi, obtido por imunoprecipitação da proteína fusionada a GFP na extremidade N-

terminal (INOUE, 2015).  

Devido aos resultados obtidos com tampão citrato, a imunoprecipitação foi repetida em 

triplicata biológica e as amostras foram analisadas três vezes por espectrometria de massas, 

totalizando 9 réplicas. Foram selecionadas as proteínas que tiveram no mínimo três espectros 

MS1, dois peptídeos no MS2 e que estavam presentes em pelo menos duas réplicas diferentes. 

Destas, foram mantidas as proteínas presentes apenas nas amostras Sub2-PTP, excluindo as 

proteínas identificadas também nas amostras de parasitas selvagens. Em seguida, proteínas das 

subunidades ribossomais e proteínas hot spot de retrotransposon (RHS) foram excluídas da 

análise. Após estes critérios, foram selecionadas 36 proteínas. Algumas proteínas identificadas 

no complexo de Sub2 de T. brucei também foram identificadas no ensaio de T. cruzi (INOUE, 

2015), indicando que ambos complexos são estáveis e semelhantes nestas condições. As 

proteínas identificadas em pelo menos 5 réplicas estão presentes em maior quantidade na 

amostra e, provavelmente, interagem de forma mais estável com o complexo. Estas proteínas 

foram consideradas relevantes para discussão neste trabalho.  

As quatro proteínas mais abundantes identificadas, além de Sub2, ainda não foram 

caracterizadas em T. brucei e estão descritas no banco de dados TriTrypDB como proteínas 

hipotéticas (Tb927.1.2750, Tb927.6.1470, Tb927.7.2240, Tb927.4.3060). A busca de proteínas 

homólogas por análise de sequências (BlastP) indica que a proteína Tb927.4.3060 é conservada 

somente em tripanossomas, as proteínas Tb927.1.2750 e Tb927.6.1470 estão conservadas 

somente em espécies da família Trypanosomatidae e a proteína Tb927.7.2240 está conservada 

em espécies da ordem Kinetoplastida. Estas informações mostram que estas proteínas podem 

ser exclusivas de kinetoplastídeos/tripanossomatídeos e que os mecanismos moleculares 

relacionados a estas proteínas podem ser diferentes dos mecanismos dos eucariotos superiores. 

As análises de domínios identificaram que a proteína codificada pelo gene 

Tb927.6.1470 possui o domínio FOP (Friend of PRMT1), um domínio UBM (Uap56 binding 

motif) típico (LDXXLD) e uma sequência semelhante (LDXXLL) e duas sequências RG/GR 

entre os possíveis domínios UBM. A proteína homóloga de T. cruzi (TcFOP) também foi 

identificada no complexo proteico de Sub2 e possui uma região rica em arginina e glicina (GAR 
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- 5 repetições RG/GR) entre os dois domínios UBM. Esta proteína está sendo estudada pelo 

nosso grupo de pesquisa e os resultados obtidos até agora mostram que a proteína é nuclear e 

interage com componentes da via de exportação, como Mex67 e Sub2, e do EJC, como Hel45 

(Domingues, P. em preparação).  

A proteína Fop, também chamada de Chtop/C1orf77/Srag, é altamente conservada em 

vertebrados, porém as proteínas ortólogas em leveduras, vermes e insetos não foram 

identificadas (VAN DIJK et al., 2010). A Fop foi identificada como componente do complexo 

TREX, competindo com a proteína Aly (ortóloga a Yra1 de levedura) pela interação com 

UAP56 (ortóloga a Sub2 de leveduras). Provavelmente, a proteína Aly interage com Fop no 

início da formação do complexo TREX e favorece a interação de Fop com Nxf1 (ortóloga a 

Mex67 de leveduras) (CHANG et al., 2013; TENG; WILSON, 2013). A presença do complexo 

TREX é essencial para a interação de Nxf1 com o RNAm e, consequentemente, para a 

exportação do RNA para o citoplasma (VIPHAKONE et al., 2012).  

Além disso, já foi descrito que a Fop ativa a transcrição de genes responsivos a estrógeno 

(VAN DIJK et al., 2010) e ao fator de transcrição Zbp-89 (FANIS et al., 2012), mas ainda não 

foi estabelecido a relação entre a transcrição e a exportação do RNAm e se Fop desempenha 

alguma função no processamento do RNA. 

A proteína Tb927.7.2240, descrita como hipotética nos bancos de dados, possui 

estrutura semelhante as proteínas API5 (apoptosis inhibitory protein 5) e symplekin, segundo 

a análise de estrutura obtida a partir da sequência de aminoácidos utilizando a ferramenta 

Phyre2. A proteína API5 é alongada e composta somente por α-helices, esta estrutura possibilita 

a interação com múltiplos parceiros de diferentes complexos (HAN et al., 2012), incluindo as 

proteínas AIP1/2 (LI et al., 2011) e Acinus (RIGOU et al., 2009). As proteínas AIP1/2 (API5-

interacting protein 1 e 2) de Oryza sativa (arroz) são homológas a Sub2/UAP56 e regulam a 

morte celular programada durante o desenvolvimento do gametócito masculino (LI et al., 2011). 

Em células de mamíferos (HeLa), a proteína Acinus regula o processamento do pré-RNAm 

(RODOR et al., 2016), pertence a um complexo que participa do splicing e da apoptose (ASAP 

- apoptosis and splicing-associated protein) (SCHWERK et al., 2003) e é componente auxiliar 

do EJC (exon junction complex) (RODOR et al., 2016; TANGE, 2005). A proteína 

Tb927.7.2240 também é estruturalmente semelhante a symplekin. Apesar da semelhança 

estrutural, a proteína Tb927.7.2240 possui apenas 22,47 % de identidade com a symplekin 

(Tb927.8.7490) de T. brucei, identificada recentemente (KOCH et al., 2016). A symplekin de 

T. brucei e outros 9 fatores estão relacionados com o processamento da extremidade 3’ do 
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RNAm. O silenciamento destas proteínas indica que a maioria é essencial para o crescimento, 

poliadenilação e trans splicing, demonstrando que estas duas reações de processamento do 

RNAm são acopladas (KOCH et al., 2016). De forma semelhante, a symplekin de mamíferos 

interage com os fatores de clivagem e poliadenilação do pré-RNAm (TAKAGAKI; MANLEY, 

2000; VETHANTHAM; RAO; MANLEY, 2007) e pertence ao complexo de processamento do 

pré-RNAm de histonas, que não possui intron e possui uma estrutura em loop na extremidade 

3’, em vez da cauda poli(A) (KOLEV; STEITZ, 2005; SULLIVAN; STEINIGER; 

MARZLUFF, 2009).  

Como a symplekin de T. brucei foi identificada, deve-se avaliar funcionalmente se a 

proteína Tb927.7.2240 participa da poliadenilação ou de outra etapa do metabolismo nuclear 

do RNA. Esta análise está sendo realizada com a proteína homóloga em T. cruzi pelo nosso 

grupo de pesquisa. Os dados mostram que a proteína é nuclear e estamos tentando identificar o 

complexo proteico (Domingues, P. em preparação).  

Em relação às outras duas proteínas (Tb927.1.2750, Tb927.4.3060 - Hip) identificadas 

com maior quantidade nas imunoprecipitações, não foi possível inferir a função ou a estrutura 

pelas análises realizadas com as ferramentas hmmscan, Phyre2 e BlastP.  

Muitas proteínas de tripanossomatídeos estão descritas como hipotéticas nos bancos de 

dados. Isto requer mais análises de bioinformática e experimentos bioquímicos e/ou 

moleculares para identificar a função das proteínas. Portanto, as principais proteínas 

identificadas no complexo proteico com Sub2 devem ser estudadas para verificar se participam 

da via de exportação e/ou processamento do RNAm.  

Além das proteínas hipotéticas, foram identificadas outras proteínas. Entres elas, estão 

as proteínas Hel67 (também identificada como VASA e DBP1) e DHH1 que pertencem aos 

grânulos periféricos nucleares (NPGs). Estes grânulos são formados externamente ao núcleo 

quando o trans splicing é inibido e, consequentemente, ocorre acúmulo de RNAm processados 

parcialmente. Os NPGs são compostos pela proteína de ligação a poli(A) 2, VASA e proteínas 

presentes em P-bodies (DHH1, SCD6 e XRNA) (CASSOLA; DE GAUDENZI; FRASCH, 

2007; HOLETZ et al., 2007; KRAMER et al., 2008), grânulos que contêm enzimas envolvidas 

na degradação do RNAm. Apesar do NPG compartilhar algumas proteínas com o P-bodies, os 

dois grânulos respondem de forma diferente, pois o NPG não depende da proteína core dos P-

bodies, SCD6. Sugere-se que NPG de tripanossomatídeos possua a função de controle de 

qualidade dos RNAm recém transcritos e possa direcioná-los para a tradução, degradação ou 

estocagem no citoplasma (KRAMER et al., 2012), portanto a interação entre componentes do 
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NPGs e de processamento/exportação poderia corresponder a uma etapa do controle de 

qualidade do RNA. 

Como componente de uma maquinaria de controle de qualidade, também foi 

identificada a proteína Hel45, que interage com proteínas da via de exportação do RNA e do 

EJC (Exon Junction Complex) (INOUE, 2015). O EJC tem sido descrito como o complexo que 

acopla o splicing do pré-RNAm com os diferentes mecanismos celulares: exportação do 

mRNA, localização citoplasmática do RNA, tradução e nonsense-mediated mRNA decay 

(NMD) (WOODWARD et al., 2016). 

Os mecanismos NPG e EJC provavelmente são responsáveis pelo controle de qualidade 

dos RNA dentro do núcleo, desde a transcrição até a exportação, em tripanossomatídeos. Como 

o silenciamento de Sub2 altera a exportação do RNAm (SERPELONI et al., 2011b) e o trans 

splicing (HIRAIWA, 2012), a proteína também poderia interagir com os mecanismos de 

controle direcionando o destino do RNA. Com isto, Sub2 interligaria os diferentes mecanismos 

relacionados com a biogênese RNAm.  

No grupo de proteínas identificas com maior relevância (em pelo menos 7 réplicas) na 

imunoprecipitação de Sub2, incluem proteínas ALBA (Tb927.4.2030/ Tb927.4.2040), ATP-

dependent DEAD/H RNA helicase putative (Tb927.9.12510) e a DHH1, que interagem com os 

complexos U snRNP de splicing ou com os complexos que auxiliam o splicing, porém ainda 

não foi descrita a função destas proteínas no trans splicing. Além disso, a subunidade de uma 

quinase e uma piruvato diquinase foram identificadas e ainda não foram analisadas 

funcionalmente. Também foram identificadas proteínas de organelas citoplasmáticas (aldolase 

glicosomal e metalo-peptidase mitocondrial) e duas histonas (H2A e H2B), que podem ter 

imunoprecipitado como contaminantes devido a presença de membranas delimitando o núcleo 

e estas organelas na célula intacta ou devido à alta quantidade de proteína no núcleo, 

respectivamente.  

Os dados de espectrometria de massas indicam as possíveis proteínas do complexo 

proteico de Sub2 e decidimos confirmar a interação de algumas proteínas por co-

imunoprecipitação e análise por Western blotting. Estes ensaios foram realizados com duas 

proteínas hipotéticas (Tb927.7.2240 e Tb927.4.3060 - Hip), identificadas em todas as réplicas 

e altamente representadas nos dados, e com DHH1, identificada em 6 réplicas e menos 

representada do que as proteínas hipotéticas. Como não temos anticorpo contra a proteína Hip, 

a etiqueta HA foi adicionada à extremidade C-terminal da proteína para o ensaio de 

imunoprecipitação. Para avaliar se a interação das proteínas é mediada por RNA, a 
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imunoprecipitação também foi realizada com RNAse A. Após a imunoprecipitação de Hip-HA 

e Sub2-GFP-N, avaliou-se a presença das outras proteínas por Western blotting. Assim, 

confirmou-se a interação entre Sub2, API5 e Hip (Tb927.4.3060). As proteínas foram 

identificadas somente nas amostras sem RNAse A, portanto a interação entre as proteínas 

depende de RNA. Neste mesmo ensaio, não foi detectada a proteína DHH1, com ou sem a 

RNAse A. Este dado indica que a proteína pode ter sido imunoprecipitada de forma inespecífica 

nas amostras analisadas por espectrometria de massas ou está presente em pouca quantidade na 

amostra analisada por Western blotting.  

Além das proteínas identificadas por espectrometria de massas, analisamos se Sub2 

interage com U2AF35. No processamento por cis splicing, U2AF35 forma um complexo com 

U2AF65 e SF1/BBP, que reconhece as sequências que definem o local do cis splicing no pré-

RNAm. Sub2 favorece a troca de SF1 por um dos complexos core do spliceossomo, U2 snRNP, 

dando continuidade ao processamento (WAHL; WILL; LÜHRMANN, 2009). Como o 

silenciamento de Sub2 em T. brucei causa o acúmulo do SL RNA e diminuição da estrutura em 

Y, fenótipo que indica inibição da primeira reação de transesterificação do trans splicing 

(HIRAIWA, 2012), decidimos avaliar se Sub2 pertence ao mesmo complexo que U2AF35 por 

imunoprecipitação. Após a imunoprecipitação de U2AF35-GFP, a presença de Sub2 foi 

avaliada por Western blotting. O resultado mostra que Sub2 imunoprecipita com U2AF35, 

indicando sua interação com a maquinaria de trans splicing. Esta interação corrobora que Sub2 

pode agir nas etapas iniciais do trans splicing, levando ao acúmulo do SL RNA e diminuição 

da estrutura em Y após a depleção de Sub2 (HIRAIWA, 2012), fenótipo também observado 

após o silenciamento de U2AF35 (VAZQUEZ et al., 2009). Pelo ensaio realizado, não se pode 

avaliar se a interação entre as proteínas é direta ou mediada por outra proteína ou RNA. Para 

isto, devem ser feitos outras análises como, por exemplo, ensaios de duplo híbrido ou pull down.   

Devido ao acúmulo de SL, do perfil de sedimentação diferente entre Sub2 e SmD1, 

ausência dos componentes do core spliceossomo nas imunoprecipitações e interação de Sub2 

com U2AF35 acreditamos que a proteína Sub2 seja um fator auxiliar no trans splicing e não 

uma proteína dos complexos U snRNP. As interações de Sub2 podem ser dinâmicas e 

transientes, o que dificultaria a identificação destas interações. Portanto, apesar de enriquecer 

o complexo de Sub2 nas condições utilizadas para imunoprecipitação, outras condições podem 

estabilizar as interações transientes, como o uso de cross linking.  

Na maioria dos eucariotos, o RNAm é gerado pela transcrição e processamento 

(capping, splicing e poliadenilação) do pré-RNAm. A transcrição do pré-RNAm é realizada 
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pela RNA polimerase II, que também coordena as reações de processamento co-

transcricionalmente. O domínio C-terminal (CTD) da subunidade maior da RNA polimerase II, 

Rrb1, é composto por repetições de um heptapetídeo conservado (YSPTSPS). Os 

heptapeptídeos sofrem várias modificações, que direcionam a atividade da RNA polimerase II 

e recrutam os fatores dos mecanismos que ocorrem co-transcricionalmente. Após as etapas 

iniciais da transcrição, quando o pré-RNAm atinge 22 a 25 nucleotídeos, iniciam as reações 

para formar o cap 7-metilguanosina (7meGpppN) na extremidade 5´ do RNA. Em seguida, o 

cap interage com o complexo de ligação ao cap (CBC), formando pelas proteínas de ligação ao 

cap (CBP20 e CBP80). Conforme ocorre a transcrição dos introns, os complexos U snRNP do 

splicing reconhecem os sinais de processamento no pré-RNAm e interagem com o CTD da 

RNA polimerase II, assim inicia a remoção do intron. O CTD também contribui para o 

processamento reconhecendo os exons e facilitando o posicionamento dos exons durante a 

reação de splicing. No final da transcrição, os complexos de clivagem e poliadenilação, 

associados a CTD, reconhecem sequências específicas no RNA nascente, resultando no 

processamento da extremidade 3’ do RNA e dissociação da RNA polimerase II. Apesar de a 

transcrição e o processamento serem descritos de forma sequencial, os eventos são 

interconectados e um processo interfere no outro, ou seja, a transcrição regula o processamento 

do pré-RNAm, como as três etapas do processamento regulam a transcrição (HOCINE; 

SINGER; GRUNWALD, 2010; LENASI; BARBORIC, 2012). 

Tanto o mecanismo de splicing (LUO; REED, 1999) quanto o cap (CHENG et al., 2006) 

são necessários para a exportação do RNAm, indicando que a maquinaria de processamento do 

pré-RNAm está interligada com a via de exportação do RNAm em metazoários (HOCINE; 

SINGER; GRUNWALD, 2010; KÖHLER; HURT, 2007). A proteína UAP56, que participa do 

splicing do pré-RNAm e da exportação, interage com a proteína Aly da via de exportação do 

RNAm (LUO et al., 2001; STRÄβER; HURT, 2001). O complexo TREX, da via de exportação, 

interage com o RNAm que que possui cap e sofreu splicing (CHENG et al., 2006; MASUDA 

et al., 2005). Esta interação é mediada pela proteína da via de exportação Aly, presente no 

primeiro exon do RNAm, que interage com CBP80 do complexo de ligação ao cap (CHENG 

et al., 2006).  

Os tripanossomatídeos possuem diversos mecanismos moleculares que são diferentes 

de outros eucariotos, incluindo os mecanismos relacionados com a expressão gênica 

(MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 2010). A subunidade maior da RNA polimerase II de 

tripanossomatídeos não possui as repetições de heptapeptídeos no domínio carboxi-terminal 
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(CTD) (EVERS et al., 1989; PALENCHAR; BELLOFATTO, 2006; SMITH et al., 1989) e a 

RNA polimerase II transcreve longos RNAs policistrônicos, que precisam ser processados para 

gerar os RNAs monocistrônicos.  

A transcrição e o trans splicing ocorrem de forma independente em tripanossomatídeos 

(STEWART et al., 2010), entretanto, poliadenilação e trans splicing parecem estar acoplados, 

pois os fatores de poliadenilação são essenciais para a adição da cauda poli(A) e para o trans 

splicing em T. brucei (KOCH et al., 2016).  Estes fatores foram identificados recentemente e 

ainda não foi descrita a interação física entre os diferentes mecanismos. De forma semelhante, 

demonstramos que a proteína Sub2 não é essencial para a transcrição, porém é essencial para o 

processamento (HIRAIWA, 2012) e para a exportação do RNA (SERPELONI et al., 2011b). 

Também, ainda não identificamos como Sub2 está acoplando estes dois mecanismos.  

De modo geral, os dados obtidos neste trabalho mostram que Sub2 interage com 

proteínas que não estão conservadas em outros organismos, indicando que, assim como outras 

vias do metabolismo de RNAm, o trans splicing e/ou a exportação devem possuir proteínas 

divergentes. Por isso, a caracterização das proteínas associadas a Sub2 contribuirá para elucidar 

a função de Sub2 e os mecanismos nucleares relacionados com o RNAm. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Uma das inovações deste trabalho foi o estabelecimento de uma metodologia baseada 

em fluorescência para quantificar o RNA nascente, transcrito pela RNA polimerase II, em 

tripanossomatídeos. Este método quantifica o RNA nascente de forma mais rápida, precisa e 

com menor número de células que o protocolo clássico, que utiliza material radioativo. O 

protocolo estabelecido possibilita analisar a transcrição in vitro, o ciclo celular e é compatível 

com os ensaios de fenotipagem utilizando anticorpo. A citometria de fluxo e o sistema de 

imagem de alta performance permitem que os dados sejam obtidos simultaneamente. 

Acreditamos que o protocolo pode ser adaptado para realizar as análises individualmente ou em 

combinações, de acordo com o objetivo do experimento. Por exemplo, se o objetivo for 

correlacionar a expressão de uma determinada proteína com as fases do ciclo celular, a etapa 

de incubação com o tampão B contendo os nucleotídeos e as etapas de detecção do Br-UTP não 

devem ser necessárias para obter o resultado.  

A metodologia descrita poderá contribuir para aprofundar os conhecimentos 

relacionados com a transcrição, biogênese do RNAm e ciclo celular. Também poderá ser 

utilizada para a triagem e descoberta de novos candidatos a drogas para o tratamento de doenças 

causadas por tripanossomatídeos.  

De acordo com os objetivos voltados para entender a função de Sub2 no metabolismo 

nuclear do RNA, esta metodologia foi eficiente para mostrar que a depleção de Sub2 reduz a 

porcentagem de células transcricionalmente ativas de forma semelhante ao efeito causado pelo 

tratamento com sinefungina, droga que inibe o trans splicing, e diferentemente do efeito de α-

amanitina, droga que inibe a transcrição. Portanto, o SL RNA acumulado após o silenciamento 

de Sub2 não é decorrente do bloqueio da transcrição de pré-RNAm, indicando inibição do trans 

splicing.   

 A proteína UAP56, ortóloga a Sub2, é um fator auxiliar para o processamento do pré-

RNAm por cis splicing. Portanto, acreditamos que Sub2 também interage com a maquinaria do 

trans splicing, porém não é um componente do core do spliceossomo e deve agir de forma 

dinâmica, pois o complexo que contém Sub2 possui massa molecular diferente dos complexos 

snRNP do spliceossomo, que contém as proteínas core Sm/LSm, e não foram identificadas as 

proteínas do splicessomo na imunoprecipitação de Sub2 seguida de proteômica, nas condições 

utilizadas neste trabalho. A relação de Sub2 como um fator auxiliar no trans splicing foi 

evidenciado pela interação com U2AF35, ambas envolvidas com as primeiras etapas do 



 

 

113 

 

processamento, antes da primeira reação de transesterificação. Assim, acreditamos que Sub2 não 

tem as características de um fator de processamento estrito, mas está envolvida com a 

maquinaria de processamento e de exportação como em outros eucariotos. 

Além de U2AF35, Sub2 interage com proteínas que estão relacionadas com os 

mecanismos de controle de qualidade e direcionamento do RNA. Em outros eucariotos que 

possuem splicing, tanto a maquinaria de processamento quanto a maquinaria de exportação 

estão relacionadas com a maquinaria de controle de qualidade do RNA. 

Além disso, Sub2 interage com proteínas hipotéticas conservadas exclusivamente em 

tripanossomatídeos/kinetoplastídeos. Ainda não temos resultados experimentais demonstrando 

a participação destas proteínas no processamento e/ou na exportação, porém, a presença destas 

proteínas corrobora os dados da literatura que sugerem uma via de exportação de RNAm 

divergente nestes organismos e com a peculiaridade do processamento por trans splicing, 

reforçando que estudos mais detalhados destas vias podem trazer informações importantes para 

entender a biologia destes parasitas e auxiliar na identificação de novos alvos para 

quimioterapia. 
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 8 APÊNDICES 

 

APÊNDICE A: OLIGONUCLEOTÍDEOS 

Nome  Sequência  

SUB2N_F 
GGGGCGGCCGCAGTAGTGGTCTCGCTGACTTTGAC 

GG  

SUB2N_R  GGGGGGCCCCTCGCGTGCATGGGCAATGA  

PNPTPPURO_F (pN-F) GCCGAAAGTAGACGCGAATTGTG 

PNPTPPURO_R (pN-R) TGGCGAAAGGGGGATGTGCT 

PMO_U2AF35_F 

GCGCGGGAGGGACAGGCAAAAGTCACCTCGGGG 

GTATTCCAGCGACATGTGCCATATTTGTGGAAAA 

TCTGGTCACATCTCTCGCGAATGCCCCTTAAAAG 

GTACCGGGCCCCCCCTCGAG 

PMO_U2AF35_R 

CATACGGCATTCTCAAACAGAACCCGCGCCGCGA 

GCCCGAATGACATCTTTGTTATATTATATTTTTTTT 

ATGTTTATTATCTCTTTTCTGCTCCTATTCTGGCGG 

CCGCTCTAGAACTAGTGGAT 

PMO_Hipotética-

3060_F 

GAACGCCTCCGGTACCAGCGCCGTCGCGAAGAAC 

TCTCCCGCGTCCGCTCCCGCTTCTCACGTGATGGT 

ACCGGGCCCCCCCTCGAG 

PMO_Hipotética-

3060_R 

TCAGTCACGCATCTCAAACACCTGACCTTCAATAA 

TTCCTGTTCATCTCTCCCCCTCGTATTGGGCGCCCG 

GCCTTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGAT 
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APÊNDICE B - SILENCIAMENTO DE SUB2 NÃO ALTERA O CICLO CELULAR DOS PARASITAS. Os 

dados foram obtidos simultaneamente ao ensaio de transcrição in vitro.  
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APÊNDICE C - PURIFICAÇÃO DOS NANOBODIES POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE HIS-TAP FF. 

(A) Perfil da cromatografia apresentando a concentração de proteína em relação ao gradiente 

de imidazol. Os nanobodies foram eluídos com 110 mm imidazol, aproximadamente, 

correspondente às frações 7 a 15. (B) Análise da purificação dos nanobodies por SDS-PAGE. 

Uma alíquota da fração periplasmática, representando o material inicial (In), uma alíquota do 

flow through (FT), e as frações eluídas 4, 7 9, 11, 13, 15 e 19 estão representadas no gel.  M: 

marcador molecular pageruler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kda (thermofisher 

Scientific). 

 

  



 

 

130 

 

 

APÊNDICE D - OS NANOBODIES RECONHECERAM ESPECIFICAMENTE A PROTEÍNA GFP EM T. 

BRUCEI. T. brucei selvagem (TbWT) e TbSub2-GFP foram incubados com nanobodies 

conjugados a Alexa Fluor 488 (1:200 ou 1:1600). TbSub2-GFP também foi incubada com o 

anticorpo primário anti-Sub2 (1:600) e anticorpo secundário anti-IgG de coelho, produzido em 

galinha, conjugado com Alexa 594 (1:400). DNA: marcação do material genético com DAPI. 

DIC: contraste por interferência diferencial.  
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APÊNDICE E - PROTEÍNAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS APÓS A 

IMUNOPRECIPITAÇÃO DO COMPLEXO CONTENDO A PROTEÍNA TBSUB2-PTP-N 

T. brucei  

TREU 927 ID 

Replicate 

 count 
Total signal Tritryp description 

Tb927.10.14320 2 2.18E-05 Flagellum attachment zone protein 9 

Tb927.11.2370 2 5.53E-05 mRNA export factor MEX67 

Tb927.2.3910 2 8.00E-05 beta-ketoacyl synthase family protein, putative 

Tb927.1.5030 2 9.65E-05 leucine-rich repeat protein (LRRP), putative 

Tb927.2.5130 2 0.000105737 hypothetical protein, conserved  

Tb927.10.8540 2 0.000120288 chaperone protein DNAj, putative 

Tb11.v5.0689.1-p1 2 0.000122855 NOT2 / NOT3 / NOT5 family, putative 

Tb927.10.7570 3 0.000142914 dihydrolipoamide acetyltransferase E2 subunit, putative 

Tb927.6.850 2 0.000153755 ccr4-not transcription complex subunit 2 

Tb927.5.4420 2 0.000199173 nucleolar RNA helicase II 

Tb927.7.880 2 0.000305874 RNA-binding protein, putative 

Tb11.v5.0774.1-p1 3 0.000327179 dihydrolipoamide acetyltransferase precursor, putative 

Tb927.4.410 2 0.000442381 CAF 40 

Tb927.2.2130 4 0.000500152 small GTP-binding protein RAB6, putative 

Tb927.11.2340 2 0.000505341 hypothetical protein, conserved  

Tb927.11.3980 4 0.000514 metallo-peptidase, Clan ME, Family M16 

Tb927.7.4960 5 0.000759425 hypothetical protein, conserved  

Tb927.10.7550 4 0.000870719 hypothetical protein, conserved 

Tb927.8.4330 3 0.000946181 small GTP-binding protein Rab11  

Tb927.9.13990 4 0.001005952 RNA-binding protein, putative 

Tb927.10.14710 4 0.001179844 40S ribosomal protein S2, putative 

Tb927.10.14600 4 0.001179844 40S ribosomal protein S2, putative 

Tb927.2.470 8 0.001608281 retrotransposon hot spot protein 4 (RHS4), putative  

Tb927.2.340 8 0.001649025 retrotransposon hot spot protein 4 (RHS4), putative  

Tb927.10.3990 6 0.001750936 DHH1 

Tb927.2.1120 8 0.0018031 retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene), putative 

Tb927.9.12510 5 0.002011886 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative 

Tb927.10.5340 4 0.002501611 40S ribosomal protein S18, putative 

Tb927.10.5330 4 0.002501611 40S ribosomal protein S18, putative 

Tb927.5.1060 7 0.0027084 mitochondrial processing peptidase, beta subunit, putative 

Tb927.1.120 9 0.002779734 retrotransposon hot spot protein 4 (RHS4), putative 

Tb927.10.10480 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10510 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10460 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10540 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10590 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10470 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10580 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10500 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10570 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10530 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10490 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10445 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10550 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10520 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.10.10560 5 0.00306464 histone H2B, putative 

Tb927.9.11030 6 0.004525434 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 2 
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Tb427tmp.02.4150-t26_1-

p1 
7 0.004586566 

pyruvate phosphate dikinase 

Tb927.10.13010 8 0.00560882 protein kinase A catalytic subunit 3  

Tb927.4.2030 7 0.005610007 ALBA-Domain Protein 

Tb927.4.2040 7 0.006407219 ALBA-Domain Protein 

Tb927.7.2890 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2850 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2930 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2820 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2880 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2860 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2920 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2940 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2870 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2900 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2840 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2910 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.7.2830 6 0.007320446 histone H2A, putative  

Tb927.11.8770 8 0.007880576 ATP-dependent RNA helicase FAL1, putative  

Tb927.10.5620 7 0.008671318 fructose-bisphosphate aldolase, glycosomal  

Tb927.10.14550 8 0.010339834 ATP-dependent RNA helicase HEL67 

Tb927.4.3060 9 0.022056036 hypothetical protein, conserved 

Tb927.7.2240 9 0.036764485 hypothetical protein, conserved 

Tb927.6.1470 8 0.065519661 hypothetical protein, conserved  

Tb927.1.2750 8 0.067820082 hypothetical protein, conserved  

Tb927.10.540 8 0.128619225 ATP-dependent RNA helicase SUB2, putative  
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APÊNDICE F - MEMBRANA DO WESTERN BLOTTING, CORADA COM PONCEAU, DA 

IMUNOPRECIPITAÇÕES DAS PROTEÍNAS HIP E MAGO DE T. BRUCEI FUSIONADAS À ETIQUETA HA 

NA EXTREMIDADE C TERMINAL. As imunoprecipitações foram realizadas com a resina anti-HA 

(Sigma). O extrato proteico foi preparado com tampão citrato. Extrato de T. brucei selvagem 

(TbWT) e TbHIP-HA e TbMago-HA foram utilizados, sendo que TbWT foi utilizado como 

controle negativo. O ensaio foi realizado sem (-) ou com (+) a adição de RNAse A. Após a 

imunoprecipitação, uma alíquota do flow through (FT), correspondente a 2 x 106 células, e e o 

material imunoprecipitado (IP) foram analisados por Western blotting. 
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9 ANEXO 

 

 

ANEXO A - MAPA DO VETOR PN-PURO-PTP. (A) REPRESENTAÇÃO DO ESQUEMÁTICA DO VETOR 

PN-PURO-PTP. (A) Representação do esquemática do vetor pN-PURO-PTP. PURO: codifica 

resistência para puromicina. RPA2-5’: região 5’ ao gene TbRPA2. H23: região intergênica entre 

os genes 2 e 3 de HSP70. T: região intergênica entre β e α tubulina. (B) Representação da 

integração do gene no genoma do parasita. O vetor precisa ser digerido (setas) dentro da 

sequência alvo (vermelho) para ser inserido por recombinação homologa ao próprio lócus.  

Fonte: SCHIMANSKI; NGUYEN; GÜNZL, 2005.  
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ANEXO B - MAPA DOS VETORES PMOTAG. Setas nomeadas como “fo” e “re” indicam os 

oligonucleotídeos utilizados na reação de PCR. As regiões 3´ dos oligonucleotídeos (regiões 

continuas das setas) correspondem as regiões que anelam no plasmídeo e amplificam a etiqueta 

e o gene de resistência. As regiões 5’ dos oligonucleotídeos (regiões pontilhadas) correspondem 

aos 100 nucleotídeos do genoma, que direcionarão o local onde o produto da PCR será 

integrado. A região “igr” corresponde a região intergênica de α-β tubulina. 

Fonte: Oberholzer et al. (2006) 

 

 


